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Esta Tese de Mestrado correspondeu ao primeiro trabalho de 
investigação realizado no CQM – Centro de Química da Madeira (Universidade 
da Madeira) na área do silenciamento de genes. Neste contexto, permitiu o 
ganho de experiência neste importante domínio da Terapia Genética e servirá 
de base para o lançamento de outros trabalhos futuros. Para a estudante, foi 
uma oportunidade de aprender/treinar a forma de aceder e analisar a 
informação científica, programar trabalho de investigação, interpretar dados 
experimentais e, também, comunicar ciência (de modo oral e escrito). Em 
termos laboratoriais, o trabalho envolveu, sobretudo, a aprendizagem dos 
métodos básicos de cultura de células animais e a realização de diversos 
ensaios bioquímicos (como, por exemplo, métodos de determinação de 
conteúdos proteicos e avaliação da viabilidade celular), bem como a 
utilização de técnicas de caracterização de nanopartículas (Dynamic Light 
Scattering e medição de potencial-ζ) e de fluorescência (utilização do 
microscópio de fluorescência invertido, do leitor de microplacas e do 
espectrofluorímetro). A estudante teve ainda a possibilidade de acompanhar 
outros trabalhos a decorrer no CQM na área da entrega de genes, da avaliação 
da citocompatibilidade de materiais de implante e da síntese química 
(participando, inclusive, nalguns estudos efectuados), o que se mostrou 
bastante enriquecedor em termos de experiência académica. 
   
No decorrer do ano lectivo, a estudante participou nas actividades de 
divulgação de Ciência levadas a cabo pelo CQM e, ainda, em vários encontros 
científicos (6th Materials Group Meeting/CQM/2011, Frontiers in Biomedical 
Polymers/2011 e 8th SUPRAPHONE Meeting/2011, os quais tiveram lugar na 
cidade do Funchal). Como resultado directo do trabalho desenvolvido no 
âmbito da Tese de Mestrado ou de trabalho laboratorial complementar 
efectuado, a estudante apresentou os seguintes trabalhos em encontros 
científicos: 
  




1.   Rita Castro, João Rodrigues, Helena Tomás, Surface modified PAMAM 
dendrimers in antisense therapy, apresentação oral, 6th Materials Group 
Meeting/CQM, 2011 (Funchal, Universidade da Madeira). 
 
2.   Alireza Nouri, Yulin Li, Rita Castro, José Luís Santos, João Rodrigues, 
Helena Tomás, In vitro study of poly(ethylenimine) (PEI)-g-
dimethylaminoethyl methacrylate (DMAEMA) as a gene delivery vector, 
apresentação em poster, Frontiers in Biomedical Polymers, 2011 (Funchal). 
  






A terapia genética tem se revelado uma ferramenta potente na 
Medicina, na tentativa de revolucionar o tratamento de várias doenças 
hereditárias e adquiridas. A introdução de genes em células pretende a 
expressão estável e prolongada de proteínas com efeitos terapêuticos. 
O silenciamento de genes, através da terapia genética que faz uso de 
oligonucleótidos antisense, pequenos RNA de interferência (siRNA) ou 
ribozimas, visa o decréscimo ou anulação do funcionamento de um gene cuja 
expressão amplificada, por algum motivo, leva ao desenvolvimento de uma 
patologia. 
A internalização de material genético nas células, usualmente, carece de 
métodos e/ou sistemas de entrega (vectores). Estes podem pertencer a duas 
categorias, designadamente, métodos virais e métodos não-virais. O primeiro 
é considerado o mais eficiente, apresentando porém, sérias desvantagens 
como o risco de carcinogénese. A solução é a utilização de métodos não-
virais, que podem ser físicos ou químicos. 
O objectivo principal desta dissertação foi a utilização de dendrímeros 
para o silenciamento do gene da proteína fluorescente optimizada (EGFP) em 
células HeLa, previamente modificadas para expressarem esta proteína. 
Dendrímeros poli(amidoamina) geração 5 (PAMAM G5) modificados com 4 ou 8 
moléculas de ácidos gordos de diferentes comprimentos foram complexados 
com oligonucleótidos antisense. A vantagem que estes apresentam em relação 
aos dendrímeros nativos é que são capazes de interagir com os lípidos da 
membrana celular, esperando-se, por isso, uma melhor eficiência de 
transfecção e efeitos antisense. Isto foi efectivamente verificado, sendo que o 
nível de silenciamento do gene da EGFP obtido, está directamente 
relacionado com o aumento da razão NP, o número e o comprimento das 
cadeias hidrofóbicas. 
O silencimento de genes tem sofrido grandes avanços, havendo 
actualmente uma série de ensaios clínicos para a sua utilização no tratamento 




de doenças como cancros de origem hereditária ou viral, prevendo-se que 
venha para ficar, juntamente com o silenciamento mediado por siRNA. 
 
Palavras-chave: terapia antisense; silenciamento de EGFP; 
oligonucleótido antisense; dendrímeros PAMAM; células HeLa pEGFP; 
fluorescência.
  







Gene therapy has been proven to be a powerful tool for Medicine, in an 
attempt to revolutionize hereditary and acquired diseases's treatments. The 
successful introduction of genes into cells requires a stable and long-lasting 
protein expression, which results in therapeutic effects.  
 Gene silencing is one form of gene therapy that makes use of antisense 
oligonucleotides, siRNA or ribozymes. This approach is aimed to silence a gene 
whose expression leads to disease development. 
 The cellular uptake of genetic material usually requires methods 
and/or delivery systems. These methods can be split into two categories: viral 
and non-viral methods. Although, the former method is the most efficient, it 
has serious disadvantages such as risk of carcinogenesis. Thus, an alternative 
is the use of either physical or chemical non-viral. 
 The main goal of this dissertation was to use dendrimers as delivery 
systems to reduce the EGFP gene expression in HeLa cells, that had previously 
been modified to express this protein. PAMAM dendrimers (G5) were modified 
with 4 and 8 molecules of fatty acids of different lengths. The resultant 
dendrimers were complexed with antisense oligonucleotides. The advantage 
of these new families of dendrimers, as compared to native dendrimers, is 
that they are able to interact with the cell membrane lipids and increases the 
transfection efficiency with better antisense effects. The obtained results 
were, thereby, directly related to the increase of the NP, and the number and 
length of hydrophobic chains. 
 There are currently several numbers of clinical trials for treating 
diseases such as hereditary or viral cancers. Nevertheless, over the past few 
years, gene silencing has undergone major advances and is expected to be a 
demanding field for future therapy, along with the siRNA-mediated protein 
silencing. 
 




Keywords: antisense therapy; EGFP silencing; antisense oligonucleotide; 
PAMAM dendrimers HeLa pEGFP cells; fluorescence.
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Existem conceitos básicos que têm de ser conhecidos para 
compreendermos o mecanismo de funcionamento do silenciamento de genes. 
Esses conceitos, abordados neste capítulo, vão desde a síntese proteica até 
aos mecanismos utilizados pelas células na internalização de moléculas. Só 
depois se abordarão temas como a terapia genética e a sua vertente de 
silenciamento de genes, através da transfecção de células com complexos 
formados por um sistema de transporte e material genético. 
No silenciamento de genes, são utilizados diversos tipos de moléculas, 
desde oligonucleótidos antisense (ON-AS), pequenos RNA de interferência 
(siRNA) ou ribozimas. Dar-se-á relevo às moléculas constituídas por simples 
cadeias nucleotídicas fosfodiéster, com ou sem modificações químicas e que 
estão na base do mecanismo de silenciamento de genes (terapia antisense). 
Estas alterações químicas visam conferir às moléculas as propriedades físico-
químicas desejadas como estabilidade e resistência à degradação enzimática. 
O mesmo acontece com os métodos de entrega de material genético às 
células, que sofrem evolução, quer sejam estes virais ou não virais (físicos ou 
químicos). A atenção vira-se principalmente para a utilização de métodos 
químicos como  o uso de polímeros sintéticos, entre os quais se encontram a  
polietileneimina (PEI) e os dendrímeros poli(amidoamina) (PAMAM). 
Há que ter conhecimento das etapas e obstáculos envolvidos na 
transfecção de células com material genético, e compreender os processos e 
mecanismos de acção para se atingir efeitos antisense. 
Têm sido realizados inúmeros estudos in vitro e in vivo relativamente à 
aplicação da terapia antisense, sendo que existem já alguns produtos 
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comercializados. Alguns desses estudos serão destacados por serem tão 
importantes para o futuro da investigação em diversas áreas da medicina.  
  





1. Funcionamento de uma célula: conceitos básicos 
 
A célula é a unidade básica da vida, pois possui a capacidade de obter 
energia do ambiente e usá-la para crescer e se multiplicar. Esta é constituída 
por diversas estruturas, cada uma com uma função definida. 
 
 
1.1. A célula e o seu centro de comando 
 
Destacando apenas a célula animal, o conteúdo interno desta encontra-
se isolado do exterior, através de uma membrana plasmática formada por 
uma bicamada fosfolipídica. Nesta estão localizadas diversas macromoléculas, 
designadamente, proteínas com funções distintas como a comunicação 
intercelular, receptores, canais de transporte e bombas que fazem, então, o 
contacto do meio extracelular com o intracelular [1-3]. É, então, no 
citoplasma que se encontram os diferentes organelos como o núcleo, o 
retículo endoplasmático, o complexo de Golgi, as mitocôndrias, etc., e onde 
são sintetizadas todas as moléculas essenciais à célula. 
O centro de comando de uma célula situa-se no núcleo. Este organelo é 
delimitado por uma membrana porosa designada invólucro nuclear, e é nele 
que se encontra o património genético da célula [4], o DNA. As moléculas de 
DNA são sequências que resultam da combinação dos nucleótidos A, T, C e G, 
formando segmentos designados genes. Estes contêm a informação para a 
síntese proteica, essencial para que processos como a proliferação, o 
crescimento e a morte decorram com normalidade [4, 5]. 
 
 
1.2. Expressão genética: transcrição e tradução 
 
A síntese proteica é um processo com uma série de etapas que se inicia 
no núcleo e termina no citoplasma. Resumidamente, a informação contida no 
gene é copiada no núcleo através do processo de transcrição (Figura 1). Tal 




origina uma molécula de pré-mRNA complementar à cadeia de DNA molde [6]. 
Esta molécula de pré-mRNA, ainda no núcleo, irá sofrer um processo de 
maturação que originará um mRNA maduro [7], sendo este depois 
encaminhado para o citoplasma através dos poros nucleares, onde se irá 
associar a ribossomas para a síntese proteíca. 
 
Figura 1. Processo de transcrição de um gene e processamento em mRNA. A 
transcrição é um processo com três etapas, nomeadamente iniciação, elongação e 
terminação. Na iniciação ocorre a ligação de factores proteicos ao promotor TATA box. 
Isto faz com que o complexo enzimático RNA polimerase II inicie a elongação, através da 
polimerização de ribonucleótidos no sentido 5’-3’, com o auxílio da helicase que 
desnatura a dupla hélice a jusante. A terminação dá-se com a interrupção da transcrição 
por dissociação do complexo enzimático e libertação do pré-mRNA. O pré-mRNA sofre em 
seguida um processo de maturação que envolve a adição de uma molécula cap à 




extremidade 5’, a reacção de splicing (remoção dos intrões e religação dos exões) e, por 
fim, a poliadenilação da extremidade 3’. 
 
É nos ribossomas que começa, então, o processo de tradução do mRNA 
em proteína (Figura 2), com a intervenção de moléculas de tRNA que irão 
promover a elongação da cadeia polipeptídica [8]. As proteínas são, 
seguidamente, alvo de modificações estruturais e químicas que as tornam 













Figura 2. Processo de tradução de mRNA em proteína. A síntese de proteínas 
consiste num processo de 5 etapas, sendo elas a activação do aminoácido (ligação deste 
ao tRNA), iniciação (adição de aminoácidos), elongação (formação da cadeia peptídica com 
a intervenção de factores de elongação), terminação (reconhecimento do codão terminal) 
e libertação, enrolamento e processamento (estrutura tridimensional adquirida com 
intervenção de chaperonas e modificações químicas como glicosilações, metilações, 
fosforilações, etc.). 
 




A síntese de proteínas por parte da célula apenas é possível devido a 
mecanismos de regulação da expressão genética coordenados no tempo e no 
espaço, sendo fortemente influenciada pelo tipo de célula e estímulos 
externos. A estrutura e funções das células são determinadas pelas proteínas 
nelas expressas, sendo que o tipo e a quantidade de proteína são regulados na 
fase inicial da transcrição, por factores de transcrição (TF), promotores 
(enhancers) ou bloqueadores (silencers). Qualquer alteração destes 
mecanismos pode levar ao desenvolvimento de patologias como a proliferação 
maligna ou neurodegeneração [5, 10, 11]. 
 
A célula é uma entidade pequena, no entanto, composta por diversas 
estruturas, e envolvendo múltiplos e complexos mecanismos, de forma a 


























2. Terapia genética 
 
Com o sequenciamento completo do genoma humano e os grandes 
avanços na Genética Celular e Molecular, tornou-se possível a identificação de 
novas drogas, vias de sinalização e moléculas reguladoras, que serão úteis 
para o desenvolvimento de abordagens terapêuticas [12]. Isto é possível, 
graças aos avanços nos estudos de produtos genéticos (as proteínas), por 
exemplo, com a introdução dos genes de interesse em vectores (como 
plasmídeos), seguida da sua entrega e internalização nas células e expressão 
da proteína-alvo por parte destas. 
 
 
2.1. Objectivos e importância 
 
A terapia genética pode ser utilizada em diversas áreas da medicina 
como a Engenharia Genética e Regeneração de Tecidos, através da introdução 
de material genético, seja este DNA ou RNA [13], em células. O tratamento 
recorrendo a este tipo de terapia visa diferentes objectivos, como a 
substituição de um gene que se encontra mutado pelo que não possui 
mutação, a introdução de um novo gene na célula resultando assim na 
expressão de uma nova proteína com funções terapêuticas, ou ainda, a 
modulação da expressão de genes endógenos e exógenos [13-15]. Estas 
alterações ao nível molecular são importantes armas no tratamento de 
doenças adquiridas ou hereditárias, nomeadamente, infecções virais, cancros, 
doenças auto-imunes, entre outras [14]. 
 
Esta capacidade de manipulação da expressão genética nas células, 
transformou-se numa importante ferramenta para o estudo das funções dos 
genes [16], designadamente, quais os seus produtos, como são regulados, 
como poderão ser modulados e quais as suas aplicações terapêuticas [7, 17, 
18]. 




Anteriormente ao aparecimento desta tecnologia e da sua aplicação em 
células para a regulação da proliferação, diferenciação e regeneração de 
tecidos, todos estes processos celulares só podiam ser controlados através da 
administração contínua e por vezes repetida, de elevadas concentrações de 
moléculas, como factores de transcrição, proteínas, citocinas, factores de 
crescimento, entre outros [14, 19]. O processo é, assim, pouco prático, tanto 
para o paciente como para o médico. 
Desta forma, a terapia genética apresenta o potencial para revolucionar 
a abordagem terapêutica, na medida em que os genes de interesse expressos, 
de forma estável ou transiente mas suficiente, pelas células tornam possível a 
produção controlada e prolongada destes factores [14]. 
 
 
2.2. A terapia genética: etapas e obstáculos 
 
A entrega de material genético em células é uma área da ciência que se 
está a desenvolver de uma forma cuja rápida evolução, sendo de natureza 
multidisciplinar [13], envolve conhecimentos das áreas da Biologia Celular, 
Genética Celular e Molecular, Química dos Materiais, Bioquímica, 
Nanomateriais e Biotecnologia. 
Para que seja possível a aplicação da terapia genética nas células, 
existem uma série de passos a serem seguidos e que dependem do 
conhecimento das diferentes áreas da Ciência. Esses passos compreendem a 
escolha e preparação do gene ou outro material genético, o método ou 
sistema de transporte para entrega às células, a optimização das condições 
experimentais e compreensão de todos os mecanismos envolvidos no processo. 
A selecção do material genético é facilitada, uma vez que depende da 
aplicação e do objectivo a atingir. No entanto, o sistema de transporte 
continua a ser um problema, pois ainda não existe um sistema de entrega 
ideal [13]. 
A transfecção de células com material genético depende de diversos 
factores, como o tipo de célula, a sua origem, o método de transfecção, o 
sistema de entrega, o tipo de material genético, o pH do meio, a 




concentração de iões, entre outros. Estes são alvo de optimização, de forma a 
alcançar uma transfecção com níveis satisfatórios. 
De entre os factores acima enumerados, o método e sistema de entrega 
utilizados na transfecção são muito importantes. Existem diversas técnicas 
para a transfecção de células, nomeadamente, métodos virais e não-virais 
[14]. No entanto, em ambos, o material genético possui um conjunto de 
barreiras (físicas e químicas) a serem ultrapassadas, com o intuito de chegar a 
um nível aceitável das suas funções, sem provocar grandes danos nas células. 
 
Na transfecção, o material genético depara-se com a presença de 
barreiras [20, 21] em todas as etapas, seja a transfecção in vitro ou in vivo. In 
vivo, o número de barreiras é superior, especialmente se a via de exposição 
for sistémica, uma vez que há a possibilidade de interacção com componentes 
em circulação no sangue como as proteínas séricas e as células sanguíneas 
[13]. Há que considerar, ainda, factores e fenómenos como o tempo de semi-
vida dos componentes de transfecção e a taxa de depuração e eliminação 
destes pelo organismo. 
O material genético (DNA ou RNA) antes de ser internalizado pelas 
células, terá que ser protegido da degradação enzimática e eliminação [13, 
14], por exemplo, através da complexação com um sistema de entrega. Além 
disso, o ácido nucleico sendo uma molécula polianiónica e hidrofílica, não 
consegue atravessar facilmente a bicamada lipídica que tem um carácter 
hidrofóbico e superfície carregada negativamente [19, 22], havendo, por isso, 
repulsão entre cargas idênticas. Esta situação é então resolvida através da 
formação de complexos. 
Ao chegar às células-alvo, os complexos ácido nucleico-sistema de 
entrega têm que atravessar a membrana plasmática para exercerem as suas 
funções nas células. Existem evidências de que estes complexos são 
internalizados pelas células via endocítica [23], despoletada por uma 
desestabilização da membrana ou mediada por receptores celulares, 
formando-se vesículas por invaginação da membrana celular. 
A vesícula formada no processo de endocitose é denominada de 
endossoma, existindo na sua membrana transportadores membranares de 




protões. Quando o seu interior sofre uma acidificação pelo bombeamento de 
protões, esta funde-se com um lisossoma (vesícula semelhante, com inúmeras 
enzimas no seu interior), levando à degradação do seu conteúdo. Algumas das 
enzimas que intervêm neste processo de digestão são nucleases, proteases, 
lipases, sulfatases, fosfatases, todas elas activas apenas em meio ácido, com 
valores de pH a variar entre 3 e 6 [24, 25]. 
A internalização endocítica dos complexos (Figura 3) faz com que, no fim 
deste processo, estes se encontrem no interior de um endo-lisossoma [8]. Para 
que a transfecção seja efectiva, os complexos terão de evitar a degradação 
enzimática, escapando do interior da vesícula após a sua ruptura [19]. 
 
 
Figura 3. Internalização de complexos via endocítica e barreiras celulares no 
processo de transfecção. A transfecção de células com os complexos consiste em 4 
etapas, onde barreiras celulares têm de ser ultrapassadas, nomeadamente a interacção 
com a membrana celular (electrostáticas ou com receptores celulares), entrada na célula 
por endocitose, libertação do endo-lisossoma (através da sua ruptura, de forma a evitar a 
degradação enzimática) e transporte citoplasmático e/ou entrada nuclear. 
 
 A ruptura do endo-lisossoma e libertação do seu conteúdo prende-se 
com um papel importante do sistema de entrega do material genético neste 




processo. Muitos sistemas de transporte possuem grupos funcionais com 
capacidade de facilitar a libertação dos complexos dos endo-lisossomas. É o 
que acontece com alguns polímeros catiónicos que possuem grupos amina, 
especialmente os que apresentam aminas terciárias. As aminas terciárias, em 
condições de pH fisiológico, não se encontram protonadas. A acidificação do 
interior dos endo-lisossomas através da bomba de protões, faz o pH baixar. 
Com isto, as aminas terciárias actuam como "esponja de protões", 
reabsorvendo os protões, fazendo com que o fluxo de protões não cesse. De 
forma a contrariar o aumento da carga positiva no interior da vesícula, ocorre 
simultaneamente, uma contínua entrada de iões cloro, aumento da força 
iónica e posterior  ruptura osmótica da vesícula [14, 26]. 
A libertação do conteúdo do endo-lisossoma pode ser facilitada através 
da adição de agentes lisossomotrópicos como a cloroquina, que permeabiliza a 
membrana do lisossoma [8, 26, 27]. 
A libertação do material genético desta vesícula pode ocorrer com ele 
complexado ou não com o sistema de entrega [13, 26]. Isto foi comprovado 
através do trabalho de Marcusson [28], quando um ON marcado com sonda 
fluorescente foi encontrado no núcleo, mas a sonda do sistema de transporte 
(lipossoma) não foi encontrada. 
Ainda assim, as barreiras não se ficam por aqui. Após a libertação 
endossómica, o material genético, complexado ou não, deve dirigir-se ao 
núcleo, se este for o seu destino. Se o destino for o citoplasma, o seu caminho 
termina por aqui, embora tenha que enfrentar as enzimas aí existentes. No 
entanto, se a paragem final for o núcleo, o material genético depara-se com 
uma complexa matriz de proteínas [26], fibras e filamentos de actina, que 
dificulta este transporte, assim como as múltiplas enzimas que aí circulam e 
que poderão degradar o ácido nucleico. Outros estudos referem que esta 
complexa matriz de filamentos está envolvida no transporte de material 
genético do citoplasma para o núcleo [29]. 
A maior barreira para a terapia genética [19], o invólucro nuclear [26], é 
apenas acessível através dos poros nucleares, limitando por isso, as dimensões 
das moléculas que por lá podem passar. O transporte dos ácidos nucleicos do 
citoplasma para o núcleo pode ser mediado por proteínas, processo que 




parece ser dependente de energia [30]. A entrada neste organelo pode 
ocorrer numa maior quantidade se a célula se encontrar em divisão, fase do 
ciclo celular onde o invólucro nuclear está mais permeável [16, 19]. 
 
 
2.3. Aplicação terapêutica no organismo 
 
A terapia genética pode ser alcançada através de distintas formas 
(Figura 4). Estas podem ser divididas em duas grandes classes, 
nomeadamente, as que são aplicadas de forma directa no organismo (in vivo) 
e mediada por células (ex vivo). 
 
Figura 4. Terapia genética com aplicação clínica. A terapia genética in vivo consiste 
na aplicação no organismo de DNA ou RNA, de forma directa ou através de matrizes 
tridimensionais, enquanto em ex vivo, células são modificadas numa matriz 
tridimensional ou em monocamada, sendo neste último caso alvo de selecção, para 
posterior aplicação no organismo através da injecção directa ou com utilização de 
matrizes. 
 
A aplicação no organismo pode ser realizada com a injecção directa do 
material genético nas células ou tecido, ou por outro lado, através do 
implante de uma matriz tridimensional na qual o material genético se 
encontra disperso, promovendo assim uma libertação prolongada e controlada 
[13, 14]. 




Já a terapia genética mediada por células, sejam as células de origem 
autóloga (provenientes do paciente) ou alogenética (provêm de um dador), 
consiste na transformação das células em laboratório. Estas células podem ser 
modificadas em cultura de monocamada ou numa matriz tridimensional, 
sendo depois transplantadas para o paciente, exercendo assim a sua função de 

































3. O silenciamento de genes 
 
A terapia genética pretende atingir diversos objectivos, e como referido 
anteriormente, depende da aplicação. Esta pode ser a substituição de um 
gene defeituoso, a introdução de um gene para a expressão de uma nova 
proteína ou ainda a regulação da expressão genética, através da amplificação 
ou silenciamento de um gene específico. 
Existem três formas de se atingir o silenciamento de um gene, 
nomeadamente, utilizando ON-AS, siRNA e ribozimas. Estes três mecanismos 
de silenciamento serão abordados, sendo que será dado maior ênfase aos ON-
AS, uma vez que é disso que esta dissertação trata. 
 
 
3.1. Oligonucleótidos, siRNA e ribozimas: a tríade para o 
silenciamento  
 
Antes de nos dedicarmos à exploração pormenorizada da temática do 
silenciamento de genes, é imperativo debruçarmo-nos sobre o aparecimento 
desta vertente da terapia genética e todos os termos relacionados, assim 
como dos mecanismos existentes para atingir o anulamento ou redução da 
expressão de um gene numa proteína. 
O conceito antisense surgiu em estudos na década de 60, depois de se 
verificar que seres procariótas utilizavam cadeias de RNA para silenciar genes 
[12]. De uma forma geral, o silenciamento de genes através de uma 
mecanismo antisense envolve o uso de moléculas de DNA, RNA ou análogos 
químicos, capazes de reconhecer e hibridizarem de forma específica e 
complementar, segundo os príncipios de Watson-Crick, com o mRNA-alvo. 
Após alguns anos de investigação, em 1978, Zamecnik e Stephenson 
conseguiram inibir a replicação do RSV em fibroblastos de galinha, utilizando 
um ON-AS com 13 nucleótidos complementar ao mRNA-alvo [12, 18, 31, 32]. 
Surgia, deste modo, uma nova classe de moléculas que poderiam ser 
utilizadas como drogas, os ON-AS, com a vantagem de possuírem selectividade 




e especificidade [16, 17] e de interagirem a nível da expressão genética, ao 
contrário das drogas convencionais, que interagem directamente com 
proteínas [7]. 
A inibição da expressão de um gene em proteína pode ser conseguida 
através da interferência em diversos processos celulares, como a transcrição 
de genes em mRNA, maturação do pré-mRNA ou tradução de mRNA em 
proteína [8, 16, 33, 34], processos esses anteriormente descritos. Esta 
interferência pode ser, então, ao nível do DNA ou do RNA. 
A produção de uma proteína pode ser interdita através da utilização de 
moléculas (DNA, RNA ou análogos químicos) com a capacidade de se ligarem à 
dupla cadeia em hélice do DNA, formando uma tripla hélice que impede de 
forma estérica, a transcrição da informação contida no gene [17, 33-36]. 
Outras moléculas podem também hibridizar-se ao mRNA-alvo, formando um 
segmento em dupla cadeia que impede a tradução do mRNA em proteína, por 
impedimento estérico ou activação de enzimas [8]. Existe ainda uma outra 
estratégia alternativa, que consiste na entrega de plasmídeos recombinantes, 
com genes que codificam algumas destas moléculas de RNA anteriormente 
referidas [7, 8, 16, 37]. Uma vez expressos de forma estável pelas células, 
existem em maior quantidade, estando por isso, imediatamente disponíveis 
para o silenciamento imediato e eficiente. No entanto, a transfecção de 
células com plasmídeos é menos eficiente, pois são moléculas com dimensões 
muito superiores, havendo também a necessidade de obter uma linha celular 
estável [16, 18]. Outra desvantagem é que a resistência daqueles a nucleases 
é menor pois não possuem modificações químicas que conferem propriedades 
de estabilidade e resistência à degradação [38]. 
O silenciamento de genes tem sido estudado in vitro, olhando sempre 
para uma futura aplicação in vivo, no tratamento de doenças provocadas pela 
amplificação de uma determinada proteína. 
Além dos ON-AS, foram também desenvolvidas outras moléculas que são 
capazes de exercer um efeito de silenciamento genético, nomeadamente, 
siRNA e ribozimas (mais à frente desenvolvidos), resultando na diminuição da 
quantidade de uma proteína específica.  
 





 3.2. Silenciamento de genes com oligonucleótidos antisense 
 
A terapia antisense fazendo uso de ON-AS é das mais comuns. Os ON 
consistem em pequenas cadeias de DNA ou RNA, na sua forma nativa 
(fosfodiéster) ou modificadas [39]. Quando internalizadas pelas células, estas 
são capazes de hibridizar, de forma selectiva e específica a um mRNA-alvo (ou 
seus precursores) com sequência complementar, através do emparelhamento 
de bases segundo Watson-Crick, inibindo assim a síntese de uma proteína-alvo 
[7, 12, 16-19, 36]. 
 
 
 3.2.1. Etapas iniciais para a aplicação da terapia antisense com 
oligonucleótidos 
 
Têm de ser seguidos uma série de passos para que esta abordagem 
terapêutica seja aplicada in vitro e posteriormente empregue in vivo. Estes 
passos são igualmente seguidos quando são utilizadas moléculas siRNA ou 
ribozimas para o silenciamento da expressão de uma proteína. 
Primeiramente, há a necessidade de ter conhecimento da doença e dos 
mecanismos responsáveis pela sua manifestação [17]. Se a fisiopatologia se 
dever à expressão de uma proteína exógena (por exemplo, um vírus) ou 
amplificação de uma proteína endógena [39], esta pode, então, ser alvo de 
terapia antisense fazendo com que a sua expressão diminuia para valores mais 
baixos, se possível. 
Depois de identificada a proteína, uma pequena sequência do gene que a 
codifica será conhecida, assim como o mRNA que lhe dá origem. A partir 
daqui, os ON-AS são desenhados de forma a possuírem uma sequência 
complementar a uma região do mRNA, e cuja actividade seja melhor e mais 
eficaz [17]. 
A escolha da melhor região do mRNA para que o ON-AS se hibridize é 
muitas vezes realizada através de programas computacionais, de forma a que 
no final se obtenha uma dupla cadeia com o mRNA, estável e sem formação 




de estruturas secundárias ou dímeros entre ON-AS. Mesmo assim, a estratégia 
empírica parece ter melhores resultados [17, 39-42]. 
Posteriormente à determinação da sequência do ON-AS, há que 
considerar a dimensão desta molécula antisense, pois terá que ter o número 
suficiente de bases emparelhadas para levar à inibição da expressão de uma 
proteína de forma específica e selectiva [17]. 
Os ON podem ser moléculas constituídas por cadeias de DNA ou RNA. 
Esta diferença entre o tipo de nucleótidos parece fazer com que estes ajam 
através de diferentes mecanismos [16]. ON constituídos por ribonucleótidos 
hibridizam com o mRNA-alvo, formando uma dupla cadeia de RNA, que não é 
reconhecida pela enzima responsável pela degradação do mRNA-alvo [35], 
sendo o silenciamento provocado por impedimento estérico [16] e com um 
possível efeito antisense mais forte, devido a uma maior estabilidade da dupla 
cadeia RNA-RNA [34]. No entanto, se os ON foram cadeias de DNA (um pouco 
mais resistentes a nucleases do que RNA) [34] e constituídos por nucleótidos 
capazes de activar a RNAse H (facto que veremos mais à frente), o complexo 
formado com o mRNA é reconhecido pela RNAse H e o mRNA pode ser 
degradado por esta via [16, 39]. 
 
 
3.2.2. Mecanismos de acção 
 
Nas células em cultura ou no organismo, a hibridização do ON-AS com o 
mRNA-alvo (Figura 5) leva à formação de um segmento em dupla cadeia, onde 
o ON é a cadeia antisense e o mRNA a cadeia sense [17]. Este complexo pode, 
nesse caso, agir através de dois mecanismos: o impedimento estérico ou 
activação enzimática [8, 12, 33, 36]. 





Figura 5. ON-AS direccionado para mRNA de GFP. O impedimento estérico da 
tradução e/ou activação da RNAse H, seguida de degradação do mRNA que possui a 
informação para a síntese de GFP, faz com que a expressão desta proteína seja reduzida. 
Note-se que a sequência do mRNA está escrita no sentido 5’-3’, enquanto a do ON está no 
sentido inverso (complementariedade e antiparalelismo dos ácidos nucleicos). 
   
 
  3.2.2.1. Impedimento estérico 
 
O impedimento estérico pode ocorrer durante o processamento do pré-
mRNA (splicing) em mRNA, ainda no núcleo [18] ou no avanço dos ribossomas 
na tradução dos mRNA em proteína, já no citoplasma [17]. Os ON-AS que 
actuam através deste último mecanismo não dependem da actividade de 
RNAse H, no entanto, a sua função parece depender da região ao qual se 
ligam ao mRNA-alvo. A ligação à região inicial do mRNA leva a crer que são 
mais eficientes, uma vez que a região codificante poderá estar envolvida na 
formação de estruturas secundárias ou terciárias, impedindo a ligação do ON-
AS, além de que parece haver facilidade para o ribossoma desnaturar este 
segmento em dupla cadeia [18, 39]. Mesmo assim, a ligação do ON-AS à região 
inicial do mRNA-alvo poderá levar a uma diminuição da especificidade e 




selectividade, uma vez que estas regiões apresentam uma grande homologia 
entre transcritos de inúmeros genes, inclusive genes reguladores [7].  
 
 
  3.2.2.2. Activação enzimática 
 
Na activação enzimática, a presença no mRNA de um segmento em dupla 
cadeia com determinadas características químicas e com um comprimento de 
5 a 6 bases emparelhadas [18], faz activar a enzima RNAse H que, por sua vez, 
degrada apenas a cadeia de mRNA, deixando o ON-AS intacto [7, 8, 36]. 
Deixando de existir mRNA, não ocorre a síntese proteica. 
A RNAse H é uma enzima endonuclease ubiquitária, existindo em maior 
quantidade no núcleo da célula. Esta catalisa a degradação do mRNA no 
complexo formado entre este e o ON-AS [12, 43]. Assim sendo, a terapia 
antisense é eficaz, onde quer que seja que o ON-AS esteja presente, no 
citoplasma ou no núcleo [15, 17, 18, 36]. 
 
 
3.3. Controlos na terapia antisense com oligonucleótidos 
 
A utilização de um ON-AS, assim como com siRNA ou ribozimas, em 
testes in vitro e in vivo, exige o recurso a moléculas controlo apropriadas, 
como forma de verificar os efeitos das diferentes características fisico-
químicas do ON-AS teste. 
O mecanismo de acção de um ON-AS (impedimento estérico ou activação 
de RNAse H) pode ser estudado através da utilização de sequências muito 
semelhantes à sequência do ON-AS teste. Por exemplo, a activação da enzima 
pode ser averiguada com a utilização de um ON controlo que possui a mesma 
composição química que o ON-AS teste, mas cujas bases nucleótidicas se 
encontram baralhadas. A este ON chama-se scrambled [17, 18] e possui como 
objectivo principal verificar os efeitos das bases na actividade da enzima ou 
impedimento estérico [17]. 




Outro tipo de molécula controlo que poderá ser utilizada é um ON cuja 
sequência é um muito semelhante ao ON-AS, no entanto, contendo apenas 
algumas trocas de bases, fazendo com que a hibridização não ocorra a cem 
por cento nem seja estável (não há o emparelhamento de todas as bases 
nucleótidicas), ou seja, há mismatches [7, 16-18]. Aqui, torna-se possível 




3.4. Oligonucleótidos: a sua evolução 
 
Os ON-AS, sendo cadeias nucleótidicas, são dificilmente internalizados 
pelas células na sua forma isolada, devido à sua carga negativa conferida 
pelos grupo fosfato. Para aumentar a probabilidade de internalização, estes 
têm de ser complexados com sistemas de entrega (vectores de transfecção) 
[18] (mais à frente desenvolvidos). No entanto, alguns estudos chegaram à 
conclusão de que a aplicação desta terapia in vivo não necessitava de 
qualquer sistema de entrega. Surgiram, então, diversas hipóteses como a 
interacção dos ON-AS com proteínas em circulação, que os protegeria da 
degradação e eliminação por parte do organismo [7, 18]. 
 
 
  3.4.1. Oligonucleótidos fosfodiéster 
 
Os primeiros ON-AS utilizados consistiam em simples cadeias de DNA não 
modificadas – fosfodiésteres – com dimensões a variar entre 12 a 26 
nucleótidos [7, 8, 17, 39], sendo estes os limites para que haja 
simultaneamente, reconhecimento da sequência complementar no mRNA-alvo 
e boas propriedades de hibridização [7]. Sequências com mais de 30 
nucleótidos poderão formar estruturas secundárias no ON e dímeros entre si, 
reduzindo a internalização, especificidade e aumentando a toxicidade [7]. 
Um ON-AS para ser entregue às células, deverá possuir características 
como estabilidade e resistência contra a degradação enzimática, por parte de 




exo e endonucleases existentes em meio fisiológico [8]. Além disso, deverá 
ter uma boa solubilidade e capacidade de hibridização específica e selectiva 
[7]. 
Os ON-AS fosfodiéster, apesar de serem facilmente sintetizados [18], 
possuírem boa solubilidade, capacidade de hibridização [7] e activarem a 
enzima RNAse H [18, 39], são rapidamente degradados por exonucleases, ou 
seja, ainda antes de entrarem nas células [8]. 
O mecanismo de entrada destas moléculas nas células ainda não é bem 
conhecido, sendo que a hipótese formulada é desta ocorrer via endocitose 
mediada por receptores celulares, acumulando-se depois em vesículas endo-
lisossómicas. Entretanto, sabe-se que a sua internalização depende de energia 
e de condições como a concentração e temperatura [7, 36]. 
 
De forma a ultrapassar os problemas de degradação, os ON-AS 
fosfodiésteres têm sido sujeitos a modificações químicas e estruturais [18, 
39]. Estas alterações (Figura 6) influenciam as características químicas e 
estruturais dos ON-AS, assim como o seu modo e grau de actuação no 
silenciamento da expressão de um gene. A sua capacidade de activarem a 
enzima RNAse H e de agirem como seu substrato [7] é também influenciado 
por estas alterações. Isto é verificado através da variação do número de bases 
emparelhadas necessárias para haver actividade antisense [17], que como 
anteriormente referido, pode ser de 5 ou 6 bases emparelhadas para haver 
activação enzimática. 
 






Figura 6. Principais modificações efectuadas nos ON. A maioria dos ON são 
originados a partir de uma molécula-mãe – o fosfodiéster. Estas modificações químicas 
podem ocorrer nas posições Rx em diferentes combinações, dando origem aos diversos 
tipos de “nucleótidos” para a construção de um ON-AS (esquema de setas). No entanto, as 
modificações podem ser tão radicais, que originam estruturas diferentes, como por 
exemplo os PNA, LNA ou N-morfolino (à direita na Figura). 
 
Existem muitas mais modificações químicas passíveis de serem realizadas 
nos nucleótidos de forma as suas características fisico-químicas e biológicas 
[44]. Apenas as mais importantes serão evidenciadas, sendo estas as mais 
comuns e principais na terapia antisense. 
 
 
  3.4.2. Modificações no grupo fosfato 
 
Uma das primeiras modificações realizadas nos ON-AS, foi a substituição 
de um oxigénio do grupo fosfato que não participa na ligação entre os 
nucleótidos, por um átomo de enxofre, dando origem a um ON designado de 
fosforotioato [7, 8, 12, 39], também designados ON de primeira geração [12]. 




Outras modificações nesta posição já foram igualmente testadas, como 
por exemplo a substituição do átomo de oxigénio por átomos de selénio, 
carbono e azoto [7, 33, 36]. 
Os fosforotioatos têm sido estudados de forma intensiva, devido às suas 
características fisico-químicas, selectividade, toxicicidade moderada e custos 
de produção baixos. Esta modificação na composição química dos ON faz com 
que a sua estabilidade em ambiente fisiológico melhore, quer seja in vivo ou 
in vitro [18, 45, 46]. Isto deve-se ao aumento da solubilidade em água [16], 
significativa resistência à degradação por parte de nucleases [8, 17, 39] sem 
comprometer a afinidade pelo mRNA-alvo e activação da RNAse H, sendo 
estes bons substratos para a enzima [7, 12, 18]. Por exemplo, um ON-AS 
inteiramente fosforotioato pode permanecer intacto por 48h depois de 
internalizado por células in vitro [17]. 
Por tudo isto, estes têm sido utilizados, tanto no passado como no 
presente, na investigação em laboratório e ensaios clínicos. No entanto, uma 
vez que possuem átomos de enxofre, discute-se a possibilidade destes 
interagirem com proteínas [7, 16, 17] como a fibronectina, heparina, TR do 
VIH tipo 1, bFGF [17] e consequentemente ocasionarem efeitos secundários 
[16]. 
De forma a ultrapassar algumas limitações apresentadas pelos 
fosforotioatos, como por exemplo alguns efeitos não específicos (também 
designados efeitos não antisense)  e toxicidade moderada [45], têm sido 
sintetizadas outras moléculas análogas, partindo de fosfodiéster ou 
fosforotioatos. Essas modificações podem ocorrer no grupo fosfato, na base 
azotada ou na pentose [7, 16, 18], em diferentes combinações, dando assim 
origem aos ON de segunda e terceira gerações. 
Todas estas modificações químicas visam aumentar a actividade 
antisense e estabilidade dos ON-AS em sistemas biológicos in vitro ou in vivo 
[12, 18], assim como a especificidade, selectividade e eficácia antisense. 
Simultanemente, deseja-se uma diminuição da toxicidade apresentada por 
estas moléculas [16]. Estas alterações químicas e estruturais modificam 
também a afinidade e hibridização ao mRNA-alvo, internalização por parte da 
célula e capacidade de activar a enzima RNAse H [18]. 




Modificações no grupo fosfato, além dos fosforotioato, podem por 
exemplo, dar origem a metilfosfonatos e PNA, que são ON de segunda geração 
e terceira geração, respectivamente. Estas modificações têm se revelado 
importantes, uma vez que possuem propriedades melhoradas [8]. 
Os metilfosfonatos possuem um grupo metil na posição de um oxigénio 
no grupo fosfato. Já nos PNA, derivados dos ácidos arabinonucleicos, a 
estrutura de fosfato é substituida por ligações poliamida, adquirindo uma 
estrutura semelhante a poli-aminoácidos [16, 39, 44, 47]. 
Todas estas modificações resultam positivamente numa melhor 
capacidade de hibridização e farmacocinética, estabilidade em ambiente 
fisiológico, resistência a endo, exonucleases e proteases [12, 16].  Por outro 
lado, têm em comum uma polaridade reduzida, ausência de carga negativa e 
não activam a enzima [17, 18, 48], propriedades estas, que diminuem a 
solubilidade em água e, consequentemente, resultam numa menor 
internalização pelas células e eficiência antisense [16, 18]. Mesmo assim, a 
internalização de ON de carga neutra é superior à obtida por ON com carga 
negativa, o que seria de esperar, devido à repulsão entre este último e a 
membrana celular [49]. 
 
 
  3.4.3. Modificações na pentose 
 
Relativamente às modificações na pentose, as mais prevalentes são na 
posição 2' do açúcar, com grupos O-alquil. O grupo O-alquil pode ser do tipo 
O-metil ou O-(2'-Metoxi)etil, dando origem a modificações commumente 
designadas OMe e MOE, respectivamente [12, 16, 39]. Estes ON de segunda 
geração caracterizam-se por terem uma maior estabilidade contra a acção de 
nucleases e actuam na inibição da síntese proteíca através de impedimento 
estérico [16, 17], sendo demonstrado por McKay [50] que estes apresentavam 
maior eficiência que os tão proclamados fosforotioato. 
Uma outra variante desta modificação é o 2'-O-metiltioetil que, como o 
próprio nome indica, possui um átomo de enxofre, mostrando por isso, uma 
grande afinidade por proteínas séricas. Esta propriedade revelou ser 




importante para estudos in vivo, devido à sua acção de distribuição no 
organismo e farmacocinética [16]. 
A substituição da ribose por um anel morfolino de seis membros e da 
ligação fosfodiéster por uma ligação fosfodiamidato não iónica origina o 
"nucleótido" N-morfolino, cuja afinidade pelo mRNA-alvo é superior à dos ON-
AS fosfodiéster [39, 51]. Estes, da mesma forma que os análogos químicos 
OMe e MOE, actuam por impedimento estérico sem activarem a RNAse H [16, 
51]. A sua solubilidade em água, internalização pelas células e eficiência 
antisense estão diminuídas, uma vez que possui uma carga neutra [17, 18, 
51]. 
Os ON de terceira geração surgem com modificações 2'-O-4'-C-metileno 
em ponte de forma a produzir uma ribose que é ciclíca, que é representado 
pelos LNA. Estes possuem grande afinidade de ligação ao mRNA-alvo, no 
entanto, não servem de substrato para a enzima, apesar de haver alguma 
controvérsia acerca no mecanismo pelo qual actua, sendo defendido que a sua 
actividade antisense deve-se ao impedimento estérico [12, 35]. Um estudo 
com este análogo em conjunto com nucleótidos normais revelaram efeitos 
antisense através da activação da RNAse H, assim como uma elevada 
resistência à degradação em amostras de soro [52]. 
Existem ainda outros análogos químicos, que resultam de modificações 
mais elaboradas como por exemplo C5-propinil-dU,dC e "G-clamp" 
desoxicitosinas, que quando combinadas com fosforotioatos aumentam a 
eficácia antisense [17]. O objectivo principal de todas estas modificações 
consiste em aumentar a resistência a nucleases e melhorar a farmacocinética 
[12]. 
De uma forma geral, existe um factor em comum entre os ON-AS que não 
activam a RNAse-H e que actuam por impedimento estérico [51]. Modificações 
que originam ON de segunda e terceira geração, que envolvem a substuições 










  3.4.4. Oligonucleótidos quiméricos 
 
Através das modificações anteriormente especificadas podemos, de uma 
forma geral, constatar que a maioria das modificações de segunda e terceira 
geração produz ON incapazes de induzir a RNAse H, [18]. Por esta razão, a sua 
aplicação está limitada [17]. 
Através dos avanços na Química e na Farmacologia, surgiram novas 
modificações, de modo a aumentar a estabilidade e resistência à degradação 
enzimática, indução e aumento da actividade enzimática, afinidade pelo 
mRNA-alvo, tudo para se atingir os efeitos antisense desejados com o mínimo 
de efeitos secundários [16]. 
As vantagens anteriormente apresentadas pelos ON de segunda e 
terceira geração são, então, aliadas às vantagens apresentadas pelos ON-AS 
fosforotioato. Isto é conseguido através da síntese de ON-AS quiméricos, 
moléculas híbridas, constituídas por segmentos de nucleótidos de dois ou mais 
tipos [18, 46, 53]. Os diferentes tipos de nucleótidos que fazem parte do ON 
podem estar dispostos em diferentes posições [45], e consoante a posição da 
modificação, estes podem ser chamados "end-modified" ou "centrally-




 (A)                 (B) 
Figura 7 - Oligonucleótidos quiméricos, (A) end-modified; (B) centrally-modified. 
 
 
No primeiro, cada extremidade é constituída por diferentes tipos de 
nucleótidos, enquanto que no segundo, as extremidades são de um tipo de 
nucleótido e a região central de outro. Os ON modificados na região central 
podem também ser designados de gapmers  ("interrompidos") [8, 44], uma vez 
que a sequência de um tipo de nucleótidos é interrompida pela sequência de 
outro tipo de nucleótidos. Iremos apenas focar-nos nos ON gapmer uma vez 
que estes apresentam grandes potencialidades. 
X Y X X Y 




Um ON gapmer é formado por três segmentos de nucleótidos, 
nucleótidos esses que podem ser de qualquer tipo anteriormente referido. Os 
segmentos das extremidades são constituídos por nucleótidos do mesmo tipo e 
têm a função de proteger o ON da degradação enzimática por parte de 
nucleases e conferir afinidade de ligação ao mRNA-alvo, aumentando assim a 
selectividade, que podem ou não ter a capacidade de activar a RNAse H [17, 
18].  Por outro lado, a região central consiste de uma sequência de 
nucleótidos de outro género, capazes de activar a enzima, acabando por 
exercer a função antisense [12, 16, 18]. 
Apresentando um exemplo destes ON gapmers, de acordo o 
anteriormente referido, podemos ter um ON cujas extremidades sejam 
nucleótidos de segunda geração, como por exemplo MOE ou OMe (com elevada 
afinidade ao mRNA-alvo) e na região central, um segmento de nucleótidos 
fosfodiéster ou fosforotioato (excelentes substratos para RNAse H) [8, 39]. 
Além disso, todos os nucleótidos que fazem parte deste ON gapmer podem ser 
modificados com átomos de enxofre (modificações fosforotioato), de forma a 
melhorar as propriedades de distribuição e farmacocinética, no entanto, 
tendo sempre em conta as repercussões que isso pode ter quanto às 
interacções com proteínas séricas e efeitos secundários que daí podem 
resultar [36, 39, 40, 42, 54, 55]. Estudos com estes ON gapmers revelaram 
uma maior estabilidade (por resistirem à degradação enzimática por parte de 
5'-exonucleases e 3'-exonucleases) [53], e consequentemente, maior tempo de  
semi-vida e eficiência [16]. 
 
Além das modificações químicas internas no ON-AS, têm sido realizados 
outras modificações, como a conjugação destas moléculas a lípidos, 
anticorpos, colesterol [8, 12], péptidos fusogénios [56], péptidos RGD [57], 
PEG [58], adsorção a nanopartículas biodegradáveis [59] e nanopartículas de 
fosfato de cálcio [60], encapsulamento em nanopartículas [61], etc.. Um 
trabalho interessante desenvolvido por Shchepinov [62] envolve a síntese de 
dendrímeros de oligonucleótidos, com oligonucleótidos como grupos terminais 
à superfície da molécula, que poderá ter aplicações em testes que envolvam 
técnicas de auto-montagem e hibridização de cadeias nucleótidicas. 




Têm sido feitas inúmeras modificações e diversas combinações em ON-
AS, de modo a aumentar a sua especificidade e estabilidade, 
simultaneamente com a diminuição da toxicidade in vitro e in vivo [38]. No 
entanto, os ON-AS fosfodiéster e fosforotioato lideram grande parte dos 
estudos laboratoriais e ensaios clínicos [16], sendo que já existem algumas 




 3.5. Silenciamento de genes com siRNA 
 
O silenciamento da expressão de um gene em proteína com siRNA 
resume-se à entrega de longas moléculas de RNA de cadeia dupla com umas 
pequenas extremidades em cadeia simples, no citoplasma [19, 39, 63, 64]. 
Estas moléculas têm sido construídas com base em programas de modelação 
de forma a chegar à melhor sequência, da mesma forma que acontece com os 
ON-AS. 
Estas duplas cadeias de RNA actuam através de processo que envolve 
diversos complexos enzimáticos como o Dicer, que irá fragmentar a longa 
cadeia de siRNA em segmentos de 19 a 21 pares de bases [39]. Em seguida, o 
complexo enzimático RISC fará a desnaturação dos fragmentos de dupla 
cadeia em cadeia simples, sendo que a cadeia antisense hibridizar-se-á ao 
mRNA-alvo, como acontece com os ON-AS. O mRNA será então impedido de 
ser traduzido em proteína ou degradado pela endonuclease do complexo RISC 
[39].  
É possível reduzir o número de etapas deste mecanismo, utilizando 
moléculas de siRNA mais curtas, evitando assim o passo de fragmentação pelo 
complexo Dicer [12]. Diversos tipos de siRNA podem ser utilizados, como por 
exemplo moléculas em forma de "gancho", designadas "hairpin" [65]. 
Actualmente, o silenciamento com siRNA é uma estratégia em 
crescimento e promissora, apesar destes possuírem o dobro do tamanho dos 
ON-AS (por serem dupla cadeia), o que limita a internalização por parte das 
células [12]. Este mecanismo é eficaz pois activa complexos enzimáticos de 




fragmentação e desnaturação, revelando ser uma potente estratégia para o 
estudo da função dos genes associados a doenças e o seu tratamento [12, 16, 
27]. 
As moléculas de siRNA, apesar de serem mais estáveis (por serem de 
cadeia dupla), podem sofrer as modificações químicas anteriormente 
referidas para os ON-AS, de modo a aumentar a estabilidade, resistência às 
nucleases e eficiência [16, 66]. No entanto, estas modificações são mais 
difíceis de implementar nas moléculas de siRNA que nos ON. Uma estratégia 
para atingir o silenciamento com estas moléculas, é a introdução de genes 
que codificam estas moléculas dentro da própria célula [67]. 
A terapia antisense utilizando siRNA é eficaz e potente, e 
inclusivamente,  tem sido aplicada em células, em simultâneo com ON-AS não 
homólogos, que se ligam a outra região do mesmo mRNA-alvo [39]. 
Moléculas de siRNA têm sido aplicadas no tratamento de doenças como 
VIH, cancro, doenças neurodegenerativas [68, 69], utilizando diversos 
sistemas de entrega como lipossomas, dendrímeros, colesterol, 
nanopartículas, polímeros catiónicos, nanotubos de carbono, proteínas com 
capacidade de translocação membranar, e por diversas vias de exposição 
como intraocular, intravenosa, etc. [36, 63, 70, 71]. Um estudo realizado por 
Alexander [72] utilizando siRNA e como vector de entrega microsferas, 
resultou no silenciamento de gene da EGFP em cerca de 90% revelando que 
estas moléculas são potentes drogas antisense. 
 
 
 3.6. Silenciamento de genes com ribozimas 
 
O terceiro mecanismo baseia-se na utilização de ribozimas, que 
consistem em  enzimas catalíticas RNA-RNA [19]. Existem diversos tipos de 
ribozimas, em "hairpin" (forma de gancho) ou "hammerhead" (forma de 
cabeça-de-martelo), estas últimas com maior relevância terapêutica [8, 39]. 
Estas são pequenas sequência de ribonucleótidos (30 a 40 nucleótidos), com 
segmentos em dupla hélice [39]. As ribozimas possuem locais de ligação ao 
substrato e um domínio catalítico, que têm de ser identificados e sintetizados 




de forma a que sejam compatíveis com o mRNA-alvo e o silenciamento seja 
eficiente [16]. 
Quando expressas pelas células a partir de um vector plasmídico ou 
entregues às células com sistemas de entrega, estas moléculas fragmentam o 
mRNA-alvo sempre que encontram a sequência NUH, onde N pode ser 
qualquer um dos quatro nucleótidos e H qualquer um menos a guanina [16, 
39]. 
Diversos tipos de modificações químicas e estruturais podem ser 
efectuadas como acontece com os ON, de forma a melhorar a sua 
estabilidade, resistência às nucleases e afinidade pelo "substrato" (o mRNA-
alvo). No entanto, a afinidade pelo mRNA-alvo poderá ser tão elevada, que 
reduz a actividade catalítica drasticamente [16], por não ser fácil a 
dissociação do complexo ribozima/mRNA . Estas modificações podem fazer 
com que o tempo de semi-vida passe de 1 min para 10 dias [16]. Exemplos 
destas modificações são fosforotioato,  açúcares invertidos e 2'-O-metil [16]. 
As ribozimas têm sido internalizadas pelas células com o auxilio de 
sistemas de entrega como lipossomas (mais à frente desenvolvidos), uma vez 
que, além de facilitarem a sua entrada na células, as protegem da degradação 
enzimática, no interior aquoso deste sistema de transporte [39]. 
Os primeiros ensaios com estas moléculas foram realizados tendo como 
alvo o VIH e o cancro. No tratamento de cancro, estas moléculas têm sido 
combinadas com agentes quimioterapêuticos, pois revelaram sensibilizar as 
células cancerígenas à quimioterapia [16, 39]. Existem já diversas moléculas 
desenvolvidas e comercializadas pela Ribozyme Pharmaceuticals  Inc.,  como 
ANGIOZYME™, cujo alvo é o factor de crescimento vascular endotelial (vEGF) 
no tratamento de cancro colorectal metástico [16]. Outra molécula é o 
HERZYME™, direccionado contra hEGF-2 no cancro da mama e ovários, que 
possui nucleótidos modificados [16]. 
 
Comparando os três mecanismos (Figura 8), todos visam atingir o mesmo 
objectivo, o silenciamento de um gene, utilizando apenas diferentes 
moléculas que irão agir através de diferentes mecanismos. 
 





Figura 8. Comparação entre mecanismo antisense mediado por ON-AS, siRNA e 
ribozimas. No mecanismo antisense, o ON-AS quando hibridizado com o mRNA-alvo, forma 
um segmento em dupla cadeia que impede síntese proteica por razões estéricas ou 
activação da RNAase H. Na entrega de siRNA na célula, esta molécula sofre uma 
fragmentação por parte de um complexo enzimático (Dicer). O fragmento é depois 
desnaturado pelo complexo RISC, ficando em cadeia simples. Esta liga-se depois por 
complementariedade ao mRNA, promovendo a sua degradação. No mecanismo com 
ribozimas, esta reconhece uma determinada sequência no mRNA-alvo, levando à sua 
degradação por clivagem enzimática (actua de forma muito semelhante ao sistema de 
enzimas de restrição). 
 
Os siRNA apresentam agora grandes avanços e parece ser uma 
abordagem com futuro, no entanto, os ON apresentam algumas vantagens 
sobre este, relativamente à flexibilidade nas modificações químicas, alvo 
celular, resistência a nucleases e síntese fácil e de baixo custo [16]. 
 
 





4. Métodos de entrega de material genético 
 
A transferência de material genético (DNA, RNA, ON-AS, siRNA ou 
ribozimas) para as células exige vectores de transporte [14, 73] que protegem 
esse material da degradação enzimática, que sejam eficientes, específicos, 
seguros, não tóxicos e não imunogénicos, assim como de baixos custos de 
produção e aplicação [14, 26, 73]. Estudos in vitro mostraram que a entrega 
de material genético no seu estado livre não é eficaz, a não ser que se 
encontre em concentrações elevadas, o que pode levantar questões de 
toxicidade [7]. 
Existem diversos tipos de vectores (virais e não-virais) que vão de 
encontro a algumas das características e propriedades acima especificadas. 




4.1. Métodos virais 
 
Os vírus foram dos primeiros vectores a serem utilizados para a entrega 
de material genético em células. Estes ainda são muito utilizados para a 
terapia genética, embora com limitações na aplicação clínica [14, 73]. Estas 
partículas são constituídas por uma cápside, cujo interior se encontra 
carregado de material genético (DNA ou RNA). Para se multiplicarem, os vírus 
necessitam de uma célula hospedeira, de forma a tirar proveito de toda a 
maquinaria celular [15] para a síntese das proteínas víricas. É devido a esta 
facilidade de infecção dos vírus que estes são extremamente eficientes na 
transferência de material genético [19, 27]. Estes são capazes de proporcionar 
uma expressão prolongada e estável [14], mesmo utilizados a baixas 
concentrações [15]. 
A terapia genética beneficia destes vectores, através da introdução dos 
genes de interesse no genoma do vírus, utilizando técnicas de recombinação 




[15]. Os vírus habitualmente utilizados são os lentivírus, os retrovírus, e os 
derivados e associados de adenovírus [14, 27, 73]. 
Apesar de todas as vantagens anteriormente referidas, os vírus levantam 
muitos problemas, devido aos riscos de uma introdução aleatória dos genes de 
interesse no genoma da célula hospedeira, oncogénese, infecções, toxicidade 
aguda, expressão ectópica e indução de respostas imunes [12, 14, 26, 73]. 
Além disso, possuem limitações físicas como a produção em larga escala, 
tecnologias complexas e dispendiosas para a obtenção de vírus recombinantes 
e restrição do tamanho e quantidade de ácidos nucleicos encapsulados [14, 
15, 27]. 
Os riscos e limitações apresentados são, deste modo, os alicerces para o 
desenvolvimento de novos vectores e métodos alternativos, que acarretam 
menos riscos e mais vantagens, apesar de menos eficientes. 
 
 
4.2. Métodos não-virais: físicos e químicos 
 
Existem inúmeros sistemas não-virais que estão as ser actualmente 
estudados para terapia genética e que possuem propriedades biológicas 
capazes de ultrapassar alguns dos problemas levantados pelos vírus [14]. 
O desenvolvimento de vectores tem como fundamento a descoberta das 
barreiras à transfecção e a compreensão dos mecanismos que estão por detrás 
destas, de forma a ultrapassá-los e torná-los tão efectivos quanto os sistemas 
virais [14, 19, 73]. 
Os métodos não-virais podem ser divididos em duas grandes classes, 
físicos e químicos. Comparativamente aos métodos virais, estes não 
apresentam uma eficiência tão elevada quanto à entrega de material 
genético, nem uma expressão genética estável e prolongada [14, 15, 19], 










 4.2.1. Métodos físicos 
 
Resumidamente, os métodos físicos consistem na entrega de material 
genético através de técnicas de manipulação (mecânica, osmótica, térmica e 
eléctrica) [15] de estruturas celulares como a membrana plasmática e o 
invólucro nuclear. Exemplos destas técnicas são a microinjecção, irradiação 
com laser, electroporação, sonoporação, iontoforese, nucleofecção, 
bombardeamento de partículas (vulgarmente conhecido por ―gene gun‖) e 
scrape-loading [7, 8, 14, 17, 18, 39, 74-78]. 
Os métodos físicos são usualmente utilizados para a entrega de drogas ou 
material genético em células que são resistentes à entrega destes através de 
métodos químicos [14] e descrições mais detalhadas sobre os fundamentos e 
aplicações destes métodos podem ser encontrados na literatura [8, 15, 22, 27, 
36, 74]. 
Todos estes métodos melhoram a eficiência da entrega de material 
genético, seja ele de que natureza for, e alguns deles até apresentam valores 
de viabilidade celular elevados, no entanto, a sua aplicação in vivo é 
problemática, devido aos danos irreversíveis que poderão ser causados às 
células, além de não serem práticos por se encontrarem limitados pelo tipo de 
tecido e anatomia [14]. 
 
 
 4.2.2. Métodos químicos 
 
Os métodos químicos (Figura 9) baseiam-se na utilização de moléculas, 
naturais ou sintéticas, capazes de transferir material genético para o interior 
das células [14]. As moléculas utilizadas podem pertencer a diversas classes 
químicas, como nanopartículas inorgânicas, polímeros sintéticos, proteínas, 
péptidos com capacidade de translocação membranar, lípidos, solventes 
orgânicos, entre outros [7, 8, 14, 15, 18, 46, 79-81]. 
Desde já, há que salientar que os termos "complexos" e "transfecção" 
sofrem alterações, consoante os sistemas ou vectores de transporte do 




material genético. Temos por exemplo, que os complexos entre ácido 
nucleico e polímeros em geral, são designados "poliplexos" (ocorre a 
"polifecção"), e que os complexos entre o material genético e sistemas 
lipídicos são "lipoplexos" (ocorre a "lipofecção"). No entanto, alguns tornam-se 
mais específicos, como é o caso dos complexos formados com dendrímeros, 
que podem ser designados "dendriplexos" (ocorre a "dendrifecção"). 
 
 
Figura 9. Exemplos de moléculas utilizadas na terapia genética. Estas moléculas 
podem ser de diferentes classes químicas, como estruturas de carbono (nanotubos), 
proteínas, lípidos (micelas ou vesículas), nanopartículas inorgânicas, polímeros (lineares, 
ramificados ou dendríticos). 
 
Estas moléculas podem ainda sofrer modificações, de modo a adicionar 
características importantes que as originais não possuem, de forma a 
melhorar a internalização do material genético por parte das células, e 
consequentemente, a eficiência de transfecção. 
Comparativamente com os vectores virais, estes não induzem uma 
resposta imune (possuem pouca ou nenhuma imunogenicidade), não são 
veículo de transmissão de doenças, podem ser sintetizados em grande escala 
e com custo relativamente baixo, e além disso, não possuem limitações 
quanto ao tipo e dimensão do material genético a ser entregue [13, 14, 19]. 




Debruçamo-nos, em seguida, sobre um segmento indispensável nesta 
dissertação, uma pequena revisão sobre os vectores não-virais de natureza 
química mais utilizados na transfecção de células. Aqui, serão também 
abordadas as suas características fisico-químicas  mais importantes e 
modificações químicas que podem sofrer. 
 
 
 4.2.2.1. Polímeros 
 
Os primeiros vectores que foram utilizados foram os polímeros [15]. 
Estes podem ser lineares ou ramificados, naturais ou sintéticos, mas 
geralmente, possuem em comum uma característica, são policatiões [13, 26, 
80, 82]. Estas cargas positivas são normalmente conferidas por grupos 
funcionais como aminas primárias, que a pH fisiológico se encontram 
protonados. 
A presença de cargas positivas permite a condensação de ácidos 
nucleicos, por interacção electrostática com os grupos fosfato com carga 
negativa. Ocorre assim uma complexação e co-precipitação, onde os ácidos 
nucleicos passam a estar protegidos de uma possível degradação enzimática 
[15, 19, 83]. 
A condensação de ácidos nucleicos é importante para que ocorra a 
transfecção mediada por polímeros, uma vez que uma molécula de pDNA 
poderá ter dimensões na ordem de grandeza dos µm de diâmetro. Isto não 
facilita a sua internalização por parte da célula e entrada no núcleo. Então, a 
sua condensação através de materiais poliméricos poderá condensar este 
pDNA até formar partículas esféricas que podem atingir 25 nm [19, 26]. 
Após a condensação dos ácidos nucleícos por parte dos polímeros, a 
presença de um potencial-ζ positivo nos polímeros permite a interacção com a 
membrana celular e as biomoléculas, e a solubilização dos complexos. No  
entanto, um valor muito elevado ou muito baixo do potencial-ζ pode levar a 
uma agregação das partículas [26]. Diversas estratégias, mais à frente 
referidas, estão a ser utilizadas para se optimizar a carga presente nos 
complexos. 




Grande parte dos estudos de terapia genética referem o termo como NP. 
Este pode representar duas coisas: o quociente entre o número de moles de 
azoto do polímero e o número de moles de fósforo do ácido nucleico ou o 
número de moles de aminas primárias do polímero e o número de moles de 
fosfato do ácido nucleico, sendo este último a situação considerada para a 
realização deste trabalho. 
Os polímeros, sejam eles naturais ou sintéticos, apresentam composições 
químicas distintas, estrutura tridimensional, carga, peso molecular e tamanho 
diferentes. A manipulação de todos estes parâmetros torna possível o 
desenvolvimento de vectores genéticos com as características desejadas, para 
a entrega de material, sejam genes ou ON-AS [20, 29, 30, 84]. 
 
 
 4.2.2.1.1. Polímeros naturais 
 
Começando pelos polímeros naturais, estes consistem em polímeros de 
origem animal ou vegetal [14]. Temos por exemplo o alginato, gelatina, 
quitosano, pululano, entre outros [8, 14, 20, 26, 27, 29, 30, 84]. Estes, por 
serem de origem natural, e apresentarem baixa citotoxicidade, 
biocompatibilidade, estabilidade e biodegradabilidade [14], têm sido 
utilizados numa panóplia de estudos, desde a entrega de material genético 
até à construção de matrizes tridimensionais para a proliferação e 
regeneração de tecidos [29, 30, 84]. Além disso, podem ser funcionalizados 
com grupos moleculares que conferem à molécula características importantes 
para a aplicação em questão [14, 19].  
O quitosano é um polissacarídeo linear encontrado na natureza, que 
deriva da quitina encontrada no exoesqueleto de crustáceos e que tem sido 
dos mais explorados para a entrega de material genético. Este caracteriza-se 
por ser policatiónico, devido aos grupos amina que se encontram protonados a 
pH fisiológico, pelo que apresenta uma forte afinidade por ácidos nucleicos 
[26]. A transfecção com este polímero depende de diversos factores, sendo o 
mais importante o pH do meio, pois irá condicionar a protonação deste e, 
consequentemente, a condensação do material genético. 




Este polímero tem sido alvo de modificações químicas como a adição de 
cadeias de PEG ou a desacetilação em diferentes percentagens. A taxa de 
transfecção utilizando esta molécula não é a melhor, no entanto, a 
citotoxicidade é baixa [13, 14]. Outras modificações realizadas no quitosano 
são a adição de cadeias PGA, de forma a transportar siRNA [85]. 
Outros polímeros naturais têm sido utilizados para a entrega de material 
genético, sejam eles utilizados como sistema de transporte ou como uma 
matrizes tridimensionais nas quais os ácidos nucleicos estão dispersos [14], 
promovendo uma libertação lenta e controlada, à medida que são 
biodegradados. Estes polímeros são, por exemplo, o alginato, a gelatina 
(colagénio desnaturado) e o pululano [14, 26]. Muitas destas moléculas foram 
modificadas com espermina [81], uma poliamina natural envolvida no 
metabolismo celular que a pH fisiológico se encontra protonada, apresentando 
resultados de transfecção melhores [14]. 
 
 
 4.2.2.1.2. Polímeros sintéticos 
 
No que diz respeito aos polímeros sintéticos, ou polímeros clássicos, 
estes são das moléculas mais utilizadas para a terapia genética. 
 
 
  Poli-L-Lisina (PLL) e polipéptidos 
 
O primeiro polímero sintético a ser utilizado para a entrega de material 
genético em células foi o poli-L-lisina (PLL) [18, 19], que consiste num 
polipéptido de aminoácidos L-lisina. Este possui outras aplicações, como o 
recobrimento de placas de cultura, de modo a aumentar a adesão celular, 
através da sua polimerização por radiação UV.  
Nos primeiros estudos in vitro para transfecção de células, o PLL revelou 
alguma toxicidade e dependendo da força iónica da solução, demonstrou 
tendência para agregar e precipitar [14, 26]. Os resultados foram melhorados 
quando conjugado com moléculas de ácido palmítico (um ácido gordo natural, 




com 16 carbonos). A presença desta cadeia hidrofóbica melhorou a interacção 
dos complexos com a membrana celular [86]. 
Este polímero tem sido também utilizado em conjugação com outras 
moléculas como açúcares (lactose), outros polímeros (PEG) e péptidos [13, 
73]. No entanto, há que considerar, que a substituição de átomos de azoto 
diminui o número de cargas positivas no polímero, podendo resultar numa 
interacção mais fraca com o ácido nucleico [26]. 
Na terapia genética têm sido utilizados diversos polipéptidos, de 
carácter natural ou semi-sintético [15]. Estas terão que apresentar certas e 
determinadas características que permitam a transfecção de células. Por um 
lado, estas terão que ser policatiónicas de forma a permitir a condensação de 
ácidos nucleicos, enquanto por outro, terão que ser reconhecidos por 
receptores na membrana ou no invólucro nuclear de uma célula.  
Os polipéptidos semi-sintéticos resultam da conjugação dos polipéptidos, 
como por exemplo a protamina ou PLL com moléculas como a ferritina, a 
transferrina, a insulina ou um anticorpo [12, 15]. A protamina e PLL são 
responsáveis pela condensação de ácidos nucleicos, uma vez que são péptidos 
ricos em aminoácidos (arginina e lisina, respectivamente) protonados a pH 
fisiológico. Relativamente à ferritina (envolvida no transporte e 
armazenamento de ferro no organismo) e à insulina (hormona responsável 
pelo consumo de glucose por parte das células) conduzem a uma terapia 
direccionada e internalização dos complexos polipéptido-ácido nucleico pelas 
células [13, 15]. 
Um conjugado de glicerol, transferrina e PLL revelou melhores 
resultados de transfecção quando comparado com um material de referência 
comercializado de natureza lipossómica, o Lipofectamine® [13]. 
 
 
  Polietileneimina (PEI) 
 
O segundo polímero descoberto, com utilidade na transfecção de células, 
foi o polietileneimina (PEI), sintetizado por polimerização de moléculas de 




etilenimina. Este é o mais popular de entre todos os polímeros sintéticos, 
sendo considerado um clássico  [7, 14, 26]. 
O PEI pode ser uma molécula com diferentes estruturas e pesos 
moleculares. Este pode ser de baixo, médio ou elevado peso molecular, tanto 
na forma linear ou ramificada [13, 18, 26, 36, 87]. A forma linear possui 
apenas aminas secundárias, sendo que a forma ramificada possui aminas 
primárias, secundárias e terciárias. 
A presença de grupos como aminas nas moléculas de PEI têm um papel 
importante na condensação do material genético e na libertação dos 
poliplexos do endo-lisossoma para o citoplasma, como anteriormente referido. 
As aminas primárias e secundárias, protonadas a pH fisiológico são 
responsáveis pela condensação de ácidos nucleicos [13, 26]. Já as aminas 
terciárias actuam como "esponja de protões", processo descrito numa secção 
anterior do trabalho. 
Este polímero é tão eficaz que existem diversos materiais referência 
comercializados, baseados em PEI, como por exemplo jetPEI™ (Polyplus 
Transfection SA) [88], ExGen 500 (Thermo Scientific, Fermentas Molecular 
Biology Tools) [89] e Fluorescent Arrest-In (Thermo Scientific Open 
Biosystems) [90], alguns deles com versões para aplicação in vitro e in vivo. 
Há que salientar que estes ou outros materiais de referência mais à 
frente mencionados, apesar de apresentarem melhores resultados de 
transfecção, também apresentam alguma citotoxicidade, pelo que o aumento 
da quantidade utilizada para obtenção de melhores resultados não é solução. 
Comparando estes dois primeiros polímeros catiónicos, PLL e PEI, este 
último é efectivamente o mais eficiente quanto à transfecção e protecção 
contra a acção de enzimas e durante mais tempo, possivelmente pelo facto 
deste ser entregue ao núcleo sem sofrer degradação, enquanto o PLL é 
degradado no endo-lisossoma [13]. 
Apesar das vantagens apresentadas pelo PEI e de muitos estudos já 
realizados [91, 92], este não é o vector ideal para transfecção pois apresenta 
alguma citotoxicidade, devido às cargas positivas [13, 93]. A formação de 
complexos a razões NP elevadas revela citotoxicidade devido à presença de 




elevada concentração de cargas positivas, que resultam num potencial-ζ 
muito elevado.  
De modo a reduzir o potencial-ζ deste polímero, têm sido conjugadas 
moléculas neutras como cadeia de polietilenoglicol (PEG) ao PEI [13, 36, 80]. 
Este tipo de conjugação leva a uma diminuição da agregação de complexos, 
interacção com proteínas séricas e toxicidade [13]. Igualmente, a carga 
positiva de PEI pode ser reduzida através da utilização de moléculas com 
carga negativa, como o ácido hialurónico (HA). Isto mostrou ser mais 
biocompatível e com eficiência de transfecção superior [14], no entanto ainda 
não foi descoberto como é que estes segmentos não interferem na interacção 
dos ácidos nucleicos com a estrutura policatiónica do polímero [26]. 
Outras modificações (como a ligação de açúcares) têm sido realizadas, 
como por exemplo manose, galactose, maltose e maltotriose para uma terapia 
genética direccionada, apesar da eficiência alcançada ter sido baixa [13, 94]. 
A ligação com péptidos RGD também já foi realizada, depois de se verificar a 
sua importância nos receptores de integrinas [14, 36], importantes para a 
adesão e comunicação celular. 
 
 
  Outros polímeros clássicos 
 
Comparando os polímeros naturais com o sintéticos, os últimos, como 
seria de esperar, apresentam maior citotoxicidade devido a interacções com 
proteínas séricas, razão pelo qual a sua utilização in vivo se encontra limitada 
[14, 15]. Há, então, a necessidade incessante de se desenvolver novos 
vectores poliméricos com melhores propriedades de biocompatibilidade e 
biodegradabilidade. Note-se que, não só o vector não poderá ser citotóxico, 
assim como os seu produtos de degradação. Exemplos desses polímeros são 
derivados de PLL e PEI anteriormente referidos [20, 29, 30, 84], assim como 
poliésteres, poliuretanos, polivinilpirrolidona (PVP) e poli((2-
dimetilamino)etilmetacrilato) (PDMAEMA) [20, 26, 29, 30, 84], poli(ácido 
etilacrílico) (PEAA), PEG, poli(ácido láctico) (PLA) e poli(ácido láctico-co-
ácido glicólico) (PLGA) [14, 19, 26, 80]. 




A combinação de vários polímeros pode dar origem a vectores 
copoliméricos [80] com propriedades aceitáveis para aplicação na terapia 
genética. Temos por exemplo, a combinação PEG-PLL e PHPMA-PTMAEMA [13, 
26].  
 
Resumindo, os polímeros catiónicos (naturais ou sintéticos), na sua forma 
nativa ou modificados com grupos funcionais ou ligandos de forma a melhorar 
a interacção com o material genético, internalização e transfecção, têm se 
revelado importantes para a terapia genética. As modificações por eles 
sofridas envolvem a conjugação de moléculas como  anticorpos, receptores ou 
péptidos, visando uma terapia direccionada. Têm a vantagem de não 
transmitirem doenças e serem fáceis de sintetizar e armazenar [13]. 
 
 
  4.2.2.1.3. Dendrímeros 
 
Uma das desvantagens da utilização de polímeros clássicos é a 
possibilidade de não haver resultados reproductíveis, uma vez que os seus 
pesos moleculares não são definidos, mas sim correspondem a um intervalo de 
valores, cujos limites podem ser distantes [14]. Uma massa molecular 
reprodutível é, também, muito importante para aplicações biomédicas. 
Ainda dentro dos polímeros sintéticos, temos os dendrímeros que 
apresentam como vantagem possírem uma massa molecular definida [7]. Estas 
moléculas são especiais pelas características que exibem. De uma forma 
geral, estes são geralmente macromoléculas altamente ramificadas, que 
crescem a partir de um centro. A sua síntese pode seguir dois caminhos [80, 












Figura 10 - Síntese de dendrímeros; (A) método divergente e (B) método 
convergente. 
 
Estas moléculas crescem de uma forma ordenada e organizada, em 
gerações, adicionando uma nova camada à geração anterior. A sua estrutura é 
relativamente uniforme, esférica e de arquitectura e peso molecular bem 
definidos, com ramificações no seu interior e grupos terminais à superfície 
[14, 80]. O crescimento destas moléculas é limitado pelo número de gerações, 
pois quanto maior a geração, maior é o impedimento estérico devido à 
proximidade dos "ramos" [80]. 
Estas macromoléculas, por serem ramificadas, possuem espaços no seu 
interior [80], e dependendo dos grupos funcionais no interior e periferia, 
assim como do pH do meio, estes podem ser policatiões [14, 18, 19]. 
Todas estas características revelam que os dendrímeros podem ser 
utilizados como sistemas de entrega para drogas e material genético em 
células [14, 36, 80]. 
Existem diversos tipos de dendrímeros, que se diferenciam na estrutura 
fisico-química, composição, número e tipo de grupos terminais como grupos 
aromáticos, carboxilatos, hidroxilos, acetilados, etc. [80, 95, 100-106]. 
Inclusivamente, existem os designados dendrímeros parcialmente degradados 
ou activados [107]. Um exemplo destes é o material de referência Superfect® 
e Polyfect (Qiagen) [108]. 
Os dendrímeros mais descritos na literatura são os poli(amidoamina) 
(PAMAM) e os poli(propileneimina) (PPI) [99], havendo, no entanto, um maior 




destaque para os PAMAM por terem sido os primeiros a serem sintetizados, 
caracterizados e comercializados [95].  
Os dendrímeros, assim como todas as outras macromoléculas utilizadas 
para a terapia genética, têm sido alvo de modificações [14, 80, 109]. Estes 
têm sido alvo de conjugação a moléculas que melhoram o seu desempenho 
quanto à internalização por parte das células-alvo, como por exemplo ligando 
com afinidade a receptores membranares e nucleares [14, 26]. Inclusive, 
dendrímeros e dendrons (unidades ramificadas que constituem partes de 
dendrímeros) têm sido alvo de modificações com aminoácidos hidrofóbicos, 
cadeias hidrofóbicas [23], colesterol, espermina, aminoácidos, PEG [110], 
ciclodextrinas [102, 111], anticorpos [112], glucocorticóides, açúcares [102], 
biotina e avidina [29], péptidos [102, 113], sondas fluorescentes [100], lípídos 
[114], entre outros, o que é permitido pela reactividade das aminas primárias 
[12-14, 80], como acontece com os dendrímeros PAMAM. Estas, e muitas mais 
modificações visam melhorar as suas propriedades como a eficiência de 
transfecção, citotoxicidade, internalização, direccionamento das moléculas 
para as células-alvo, etc. quaisquer que sejam as condições, in vitro ou in 
vivo [99, 106]. 
 
Neste projecto, foram utilizados dendrímeros PAMAM G5 nativos e 
modificados com ácidos gordos e usando diferentes graus de funcionalização 
[14]. 
Os dendrímeros PAMAM são macromoléculas ramificadas que crescem, 
neste caso, a partir de uma molécula central (síntese divergente), a 
etilenodiamina (EDA) [95]. Esta molécula central é uma diamina. Este 
dendrímero, possui aminas terciárias nas ramificações e aminas primárias na 
periferia. O aumento de uma geração no dendrímero leva ao aumento 
exponencial de aminas primárias, assim como um incremento de cerca de 10Å 
no seu diâmetro (Figura 11). 
 





Figura 11 - Dendrímero PAMAM, com as diferentes camadas que correspondem às 
gerações. A adição de uma geração aumenta o número de aminas primárias de forma 
exponencial. Podemos constatar que este dendrímero tem uma forma em "estrela" de 4 
"braços" (denominados dendrons), que são iguais uns aos outros. Por isso, os pontos a 
verde e a azul são também localizados em todo o dendrímero (estes não estão 
representados para facilitar a visualização). 
 
Assim sendo, os dendrímeros PAMAM caracterizam-se por possuirem um 
número crescente (de forma exponencial) de aminas primárias. Temos, por 
exemplo, 64 aminas terminais para um dendrímero PAMAM de geração 4, e por 
conseguinte, 128 aminas terminais para PAMAM G5 [81]. 
Os PAMAM com aminas à superfície são as moléculas, desta classe de 
polímeros dendríticos, mais utilizadas para a entrega de material genético. 
Estas, devido à presença de aminas primárias protonadas a pH fisiológico (pKa 
7-9), são capazes de se associar e condensar material genético de forma 
eficiente. Por outro lado, as aminas terciárias existentes no interior (pKa 3-6) 
[115] são responsáveis pela absorção de protões no interior do endo-lisossoma 
(efeito "esponja de protões"), aquando da acidificação deste organelo [14, 




26]. Este fenómeno faz com que as aminas terciárias fiquem protonadas e a 
força iónica aumente, levando à libertação do material genético [81]. 
A transfecção de células com dendrímeros é baixa e depende de 
inúmeros factores como a geração, razão NP, tipo de célula, origem, 
passagem, solução tampão, concentração de iões, ordem de adição, etc. [14]. 
Estes são capazes de entregar material genético às células sem produzir 
grandes efeitos citotóxicos e resposta imune [14]. 
Diversos trabalhos demonstram que os PAMAM podem ser, 
efectivamente, utilizados para a entrega da material genético, seja ele 
plasmídico, simples cadeias oligonucleotídicas, siRNA, ou genes [103], tanto 
em estudos in vitro como in vivo [98, 116]. Em estudos in vivo, foram 
descritos efeitos hemolíticos [81], provocados pelo dendrímero a 
concentrações de 10 µg/mL, sendo esta situação melhorada com a 
funcionalização do dendrímero [117]. 
A estabilidade dos dendrímeros PAMAM é afectada pelo pH, uma vez que 
este influencia a protonação, e consequentemente a sua solubilidade [101]. 
Os dendrímeros PAMAM apresentam biocompatibilidade, apesar de 
poderem evidenciar alguma citotoxicidade [99, 100, 114], que depende do 
número de gerações, concentração e tempo de exposição às células, em 
grande parte devido à presença de cargas positivas à superfície conferida 
pelas aminas primárias protonadas a pH fisiológico. 
Existem já alguns dendrímeros comercializados e que são utilizados em 
estudos de transfecção como material de referência [14]. É o que acontece 
com o Superfect®, que consiste em dendrímeros PAMAM parcialmente 
degradados ou activados [14, 118, 119]. 
No trabalho desenvolvido por Pandita [120], dendrímeros PAMAM foram 
funcionalizados com péptidos RGD, ligandos estes, que possuem afinidade 
pelas integrinas existentes na superfície da membrana celular e que são 
importantes na adesão das células ao substrato. Os resultados com genes 
repórter como GFP e luciferase revelaram níveis superiores de expressão em 
células estaminais mesenquimatosas quando comparados com a transfecção 
mediada pelos dendrímeros nativos. Estudos semelhantes foram também 
realizados por estes investigadores, para averiguar se a baixa eficiência de 




transfecção seria suficiente para induzir a diferenciação osteogénica, o que 
efectivamente foi verificado [121]. 
Uma nova família de dendrímeros PAMAM foi também desenvolvida por 
Santos, do mesmo grupo de investigadores, através da funcionalização destes 
com cadeias alquilo hidrofóbicas de diferentes comprimentos em diversos 
graus de funcionalização (4 e 8 cadeias por dendrímero) [86]. A presença de 
cadeias lipídicas melhorou a interacção destes complexos com a membrana 
celular, e facilitou a internalização destes por parte das células. Os resultados 
demonstraram uma maior capacidade de transfecção, sendo que a transfecção 
é superior para os dendrímeros com maior grau de substituição, mas cadeias 
menores. Estes revelaram também citotoxicidade mais baixa e eficiência de 
transfecção superior aos dendrímeros nativos e Superfect®. 
A combinação de lipofilicidade (cadeias hidrofóbicas) com a natureza 
catiónica (aminas primárias) nos dendrímeros, pode pois resultar em 
propriedades que facilitam a interacção com a membrana celular, aumentam 
a internalização e libertação do DNA do endossoma, e consequentemente, 
aumenta a eficiência de transfecção [14]. 
Mas as modificações não se ficam por conjugação de moléculas via 
ligação covalente. Os dendrímeros podem ser também associados a outros 
polímeros como o PEG [14, 122, 123], nanopartículas, nanotubos de carbono 
[124], podendo ainda serem utilizados como "contentores" para 
nanopartículas, drogas [102], ou servirem de matriz para a construção de 
outras partículas [109]. 
Os dendrímeros têm sido utilizados em diversas áreas da ciência como a 
electrónica e a medicina (como por exemplo, sistemas de transporte de 
material genético, transporte de fármacos, moléculas fluorescentes, bem 












 4.2.2.2. Lipossomas e lípidos catiónicos 
 
Outra classe de moléculas utilizadas na terapia genética são os 
lipossomas e lípidos catiónicos [7, 13, 15, 18, 19, 26]. Os lipossomas são 
formados por lípidos catiónicos ou neutros, com grupos polares e cadeias 
apolares [27, 39]. A sua estrutura é muito semelhante à de uma célula, pois 
são  vesículas com um centro aquoso [14] e podem atingir dimensões de 100 
nm a 2,5 µm, se forem unicompartimentadas ou multicompartimentadas, 
respectivamente [27, 80]. Existem também lipossomas com carga neutra ou 
negativa, que são mais utilizados para a entrega de drogas, porque não são 
capazes de encapsular eficientemente ácidos nucleicos [19, 27, 73]. 
A membrana da vesícula é formada por uma bicamada lipídica, onde os 
grupos polares estão virados para o centro aquoso e para o exterior, e os 
grupos apolares para o interior da membrana. 
Durante a sua formação, o material genético pode interagir com estas 
vesículas de duas formas. Por um lado, os ácidos nucleicos podem ficar à 
superfície da vesícula por interacção electrostática com as cargas positivas 
dos lípidos ou ficarem encapsulados no espaço aquoso no seu interior [12]. 
Formam-se assim, os "lipoplexos". As moléculas lipídicas utilizadas para a 
formação destes sistemas podem ser lípidos catiónicos como oleoil ornitinato 
(OLON), cloreto de N-[1-(2,3-dioxi(propil]-N,N,N-trimetilamónio (DOTMA),  
brometo de dimetildioctadecilamónio (DDAB), lipoproteína de baixa densidade 
(LDL), DC-colesterol, misturados em diferentes concentrações com 1,2-dioleil-
sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DOPE) [8, 13, 27, 73]. 
Os "lipoplexos" em contacto com as células, podem entrar através de 
dois mecanismos, por endocitose ou por fusão com a membrana celular, uma 
vez que ambos possuem a mesma natureza lipídica [8, 13, 73]. Por endocitose 
[73], os "lipoplexos" desestabilizam a membrana dos endossomas, levando à 
libertação do material genético para o citoplasma [14]. 
A transfecção mediada por lipossomas e lípidos catiónicos é denominada 
"lipofecção" [14], e é um dos métodos mais populares para a entrega de ácidos 
nucleicos em células [126]. A transfecção de células utilizando este sistema 




de transporte depende de parâmetros como a quantidade de lípidos e DNA, 
assim como o tempo de exposição das células aos "lipoplexos" [27]. 
A transferência de ácidos nucleicos utilizando lípidos só é eficiente se as 
vesículas formadas tiverem um potencial-ζ positivo, permitindo a condensação 
do material genético e interacção com a membrana. No entanto, isto leva a 
uma encruzilhada, pois o excesso de cargas positivas leva a uma interacção 
intensa com a membrana celular, resultando em alguma citotoxicidade [8, 
27], assim como dificulta a libertação do ácido nucleico já dentro da célula 
por interacção electrostática intensa [15]. 
A transfecção de células utilizando esta classe de moléculas é uma 
alternativa que se tem revelado atractiva quando comparada com outros 
métodos, pelo facto da sua aplicação ser fácil, consistindo apenas da mistura 
dos componentes [15]. É verdade que muitos parâmetros terão de ser 
controlados e optimizados, mas uma vez isto ultrapassado, a "lipofecção" pode 
ser aplicada a qualquer tipo de célula [15].  
Os lipossomas têm também sido alvo de modificações de forma a obter 
uma terapia direccionada e toxicidade mais baixa [7, 15, 73, 80]. A eficiência 
de internalização de ácidos nucleicos utilizando lipossomas pode ser, 
igualmente, melhorada com a mistura de proteínas de fusão, lípidos sensíveis 
a variações de pH [73] e, ainda, estabilizados com uma cobertura de PEG [12, 
80]. 
Existem actualmente diversos materiais de referência já 
comercializados, sejam eles sistemas lipossómicos ou apenas baseados em 
lípidos, como por exemplo, o Lipofectamine™, Lipofectin™, 293Fectin™, 
Cellfectin®, DMRIE-C, Freestyle™ MAX, Invivofectamine™, Oligofectamine™ e 
Optifect™ (Invitrogen) [127], HiPerFect, TransMesseger, Attractene e 
Effectene (Qiagen) [108], TransFast™ e FuGENE®, (Promega) [128], DOTAP® 
(Roche) [129], NeuroPORTER™ e BioPORTER™ (Sigma-Aldrich) [130], entre 
muitos outros [27]. 
Como se pode observar, o desenvolvimento de novos sistemas de 
transporte de material genético para células tem centrado atenções em 
sistemas lipídicos, sejam eles na forma de lipossomas ou não. 




Alguns estudos de silenciamento de genes já utilizaram lípidos catiónicos 
para a entrega de oligonucleótidos antisense e siRNA [12, 28, 46, 131]. 
 
 
 4.2.2.3. Nanopartículas inorgânicas 
 
Nanopartículas são partículas com dimensões na ordem de grandeza dos 
nanómetros. As características apresentadas por estas partículas são 
diferentes das apresentadas por micro e macro partículas constituídas pelo 
mesmo material. 
As nanopartículas, devido às suas dimensões, são facilmente 
internalizadas pelas células [18]. Por esta razão, estas têm sido utilizadas na 
entrega de drogas, assim como na terapia genética [19]. 
De entre inúmeros tipos de nanopartículas, as mais utilizadas são as de 
fosfato de cálcio, ouro [132], prata, sílica, óxidos de ferro, quantum dots, 
nanotubos de carbono [133], entre outras [14, 80, 134]. 
As nanopartículas têm sido empregues em diversas áreas da investigação 
como a óptica, a electrónica, a medicina, etc.. As nanopartículas podem 
exibir diversas formas e dimensões [80]. A utilização de partículas de fosfato 
de cálcio para transfecção de células é muito conhecida, tendo surgido em 
1973 [8, 27]. A formação dos complexos entre o ácido nucleico e as 
nanopartículas de fosfato de cálcio dá-se por um processo de co-precipitação 
[15], com a neutralização de cargas contrárias, que correspondem ao ácido 
nucleico (polianião) e iões fosfato, na presença de iões cálcio. A co-
precipitação dá origem a precipitados à escala nanométrica, que depois são 
internalizados pelas células [15]. 
A transfecção mediada por fosfato de cálcio depende de diversos 
factores como a quantidade de ácido nucleíco, tempo de exposição das 
células a estas partículas, e utilização de solventes orgânicos como o glicerol 
ou o DMSO [27]. Uma vez optimizadas as condições, a transfecção poderá 
atingir níveis muito superiores, quando comparado com outros métodos [27]. 
A transfecção utilizando nanopartículas de fosfato de cálcio é eficaz a 
produzir linhas celulares com expressão estável [60, 135], no entanto, a sua  




reprodutibilidade é um problema, como por exemplo, devido a alterações do 
pH da solução tampão após algum tempo de armazenamento [27]. 
 
Existem também nanopartículas magnéticas, como as incluídas no 
produto comercial Magnetofection™, (Chemicell) [136], que são compostas por 
óxidos de ferro, que sobre um campo magnético são atraídas em direcção às 
células, acabando por penetrar nas células e serem eficazes na transfecção. 
A utilização de nanopartículas na terapia genética é influenciada por 
propriedades como a forma, a carga, a dimensão, a composição e ligandos 
acoplados. Por exemplo, a presença de moléculas específicas podem conduzir 
a uma terapia genética direccionada para as células-alvo, aumentando a 
eficiência de transfecção e diminuindo possíveis efeitos secundários [19]. 
 
Em jeito de conclusão, os sistemas de entrega de material genético para 
células têm percorrido um longo caminho, tentando sempre ultrapassar da 
melhor forma possível, os obstáculos que vão surgindo. 
Os métodos virais foram, desde sempre, os veículos de transfecção mais 
eficazes, devido às suas características de infecção. No entanto, estes 
induzem efeitos secundários como respostas imunogénicas e possibilidade de 
oncogénese. 
Em alternativa aos vírus, surgiram os métodos não-virais (físicos e 
químicos) apresentando, porém, resultados de transfecção mais baixos. Estes 
resultados têm vindo a ser melhorados, dando origem a vectores com 
eficiências de transfecção superiores, mais segurança, menos citotóxicos e 
nalguns casos biodegradáveis. 
O rumo da investigação sobre os possíveis novos vectores debruça-se, 
neste momento, mais sobre a possibilidade, não de desenvolver novos 
materiais, mas sim em melhorar e optimizar vectores já existentes [26, 73]. 
As atenções estão viradas para a utilização de moléculas catiónicas, estáveis, 
mas capazes de condensarem ácidos nucleicos [12]. 
Há que ter em conta as interacções dos vectores com o ambiente 
fisiológico (pH, concentração de iões, temperatura, proteínas), e com 
receptores celulares (para aplicação de uma terapia genética direccionada) 




[7, 12, 14, 15, 18], bem como ter em conta os mecanismos e alterações 
moleculares que ocorrem aquando da entrega destes sistemas nas células, e a 
dose e duração da terapêutica [19]. As características dos complexos 
formados (condensação de ácidos nucleicos, solubilidade, agregação, 
degradação e dissociação) [26] são igualmente importantes para o 
desenvolvimento e melhoramento destes vectores. Uma pequena modificação 
pode fazer com que as propriedades se alterem radicalmente. 
O desenvolvimento de melhores sistemas de transporte para os ácidos 
nucleicos visa, que no futuro, estes sejam utilizados in vivo, sendo necessário 
considerar factores como o tipo e extensão da doença, tipo e número de 




























5. Terapia antisense: potenciais aplicações 
 
Actualmente, há inúmeras doenças que afectam a humanidade como o 
cancro, as doenças cardiovasculares, a depressão e a SIDA. O cancro e a SIDA 
são das enfermidades mais estudadas pela comunidade científica [8, 16], e 
nas quais se têm gasto milhões de euros, quer na investigação e 
desenvolvimento, quer no diagnóstico e tratamento. 
A terapia antisense é uma abordagem possível para o tratamento de 
várias doenças. O número de especialidades médicas com possibilidade de 
utilizar esta metodologia tem vindo a aumentar, abrangendo já a 
infecciologia, oncologia, neurologia, dermatologia, imunologia e cardiologia 
[7, 18]. Esta metodologia pode ser utilizada para silenciar a expressão de 
proteínas exógenas (vírus) ou expressão amplificada de proteínas endógenas 
(citocinas, mediadores inflamatórios) ou de proteínas activas em passos 
limitantes no processo de uma doença, como acontece, por exemplo, na 
psoríase [17]. 
Inúmeros artigos de revisão abordam o silenciamento de genes mediado 
por ON-AS para aplicação no tratamento de cancro, como uma das terapias 
mais promissoras, devido ao seu carácter selectivo, apresentando, por isso, 
uma menor toxicidade que os fármacos utilizados na quimioterapia. Estes 
artigos, como muito outros, abordam igualmente, o design dos ON-AS, as 
modificações que podem sofrer de forma a melhorar propriedades como a 
resistência à degradação, mecanismos de actuação dos ON-AS, e os seus alvos 
e efeitos antisense em estudos in vivo [137-142].  
Os ON que lideram a aplicação in vivo são os fosforotioatos que, como 
anteriormente mencionado, apresentam características desejadas como a 
activação da RNAse H e resistência às nucleases [138, 141, 142]. Na Tabela 1, 
encontram-se reunidos os fármacos antisense que se encontram actualmente 
em desenvolvimento, sendo especificado o fim terapêutico e a fase dos testes 
em que se encontram. 
 
 




Tabela 1 - Desenvolvimento de novas drogas antisense pela ISIS Pharmaceuticals e 
parceiros [143]. 




Mipomersen apoB-100 / colesterol elevado 3 
ISIS-CRPRX CRP / inflamação renal 1 
ISIS-
APOCIIIRX 
ApoCIII / triglicéridos elevados 1 
ISIS-FXIRX Factor XI / coagulação 1 
BMS-PCSK9RX PCSK9 / colesterol Pré-clínica 
 Metabolismo  
ISIS-SGLT2RX SGLT2 / diabetes tipo 2 1 
ISIS-PTP1BRX PTP-1B / diabetes tipo 2 1 
ISIS-GCGRRX GCGR / diabetes tipo 2 Pré-clínica 
ISIS-GCCRRX GCCR / diabetes tipo 2 Pré-clínica 
ISIS-FGFR4RX FGFR4 /obesidade Pré-clínica 
Cancro 
OGX-011 Clusterina / cancro 3 
LY2181308 Survivina / cancro 2 
ISIS-EIF4ERX eIF-4E / cancro 2 
OGX-427 Hsp27 / cancro 2 
ISIS-STAT3RX STAT3 / cancro Pré-clínica 
Neurodegenerativa 
ISIS-SOD1RX SOD1/ esclerose lateral amiotrófica 1 
ISIS-TTRRX TTR / amiloidose 1 
ISIS-SMNRX SMN / atrofia muscular espinal Pré-clínica 
Inflamatória e outras 
Vitravene™ CMV / retinite Aprovado 
Alicaforse ICAM-1 / colite ulcerosa 2 
ACHN-490 
Aminoglicosido / inflamação bacteriana 
severa 
2 
ATL1102 VLA-4 / esclerose múltipla 2 




EXC 001 CTGF / fibrose local 2 
iCo-007 iCo / doença ocular 2 
ATL1103 Antisense /acromegalia Pré-clínica 
[a] O desenvolvimento de uma droga consiste em diferentes fases, nomeadamente, 
uma fase pré-clinica (teste in silico, in vitro e animais), uma fase clínica (1 - pessoas 
voluntárias, 2 - centenas de pacientes, 3 - milhares de pacientes) e aprovação. 
 
 
 5.1. Terapia antisense na SIDA 
 
A Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (SIDA) é provocada através da 
infecção do vírus da imunodeficiência humana (VIH), um vírus de ssRNA que 
depende da enzima TR, enzima esta que é responsável pela síntese de um 
ssDNA partindo do ssRNA do vírus. Esta cadeia de DNA integra, em seguida, o 
genoma da célula hospedeira, sendo depois transcrito e traduzido em 
proteínas. É desta forma que o vírus se multiplica, utilizando toda a 
maquinaria da célula, infectando seguidamente outras células. 
Usualmente, para reduzir os efeitos da infecção, os pacientes são 
sujeitos a um cocktail vitalício de medicamentos inibidores da enzima TR, a 
principal responsável pela disseminação viral [16]. No entanto, estes nem 
sempre resultam, uma vez que este vírus é conhecido por sofrer sucessivas 
mutações, daí a dificuldade de se descobrir a cura. 
A terapia antisense, além das drogas convencionais, tem sido utilizada 
para o tratamento, ou pelo menos, para mitigar os efeitos provocados por 
este vírus [144]. Exemplo disso são ON-AS com capacidade de formar uma 
tripla hélice com o DNA, bloqueando a replicação viral ou inibindo a síntese 
da enzima integrase viral, essencial para a integração no genoma hospedeiro 
[16, 35]. 
Um ON-AS fosforotioato, o GEM91, cujo alvo é o mRNA de uma proteína 
essencial ao ancoramento do vírus às células, tem sido utilizado no 
tratamento da SIDA [16]. Este é administrado via intravenosa, usualmente, 
nos doentes com variantes mutantes resistentes à terapia contra a síntese da 
enzima TR [16]. No entanto, devido aos efeitos secundários, a sua utilização 




foi descontinuada e substituída pelo GEM92, mais estável, com toxicidade 
limitada e administrado via oral [16]. 
Um problema associado ao VIH é a infecção por parte de outros vírus. É o 
que acontece, por exemplo, com a infecção pelo CMV, provocando retinite e 
que, sem tratamento, leva à cegueira [16, 39]. 
Existe, de momento, um único ON-AS comercializado que é utilizado no 
tratamento da infecção por CMV, o Vitravene™ [7, 16-18, 39, 73, 143]. Esta 
droga antisense baseia-se num ON fosforotioato de 21 nucleótidos, cujo alvo é 
o RNA viral. Este é aplicado localmente, limitando a infecção, todavia, a dose 
administrada provoca efeitos secundários como a inflamação, aumento da 
pressão ocular, cataratas, sangramento, etc.. 
 
 
 5.2. Terapia antisense no cancro 
 
O cancro, outra doença cuja incidência aumenta a cada dia, surge após 
mutações genéticas que resultam em alterações proteómicas, promovendo, 
desta forma, a sobrevivência e proliferação descontrolada de células, 
angiogénese e metastização [12]. 
Um dos problemas do cancro, mais especificamente do seu tratamento, 
são os bem conhecidos efeitos secundários severos, que se devem à toxicidade 
dos agentes quimioterapêuticos para com células saudáveis. É, então, urgente 
o desenvolvimento de agentes selectivos [12, 16, 18], de forma a actuarem 
apenas contra as células cancerosas, e possuírem efeitos mínimos nas células 
normais. 
Os proto-oncogenes e genes supressores de tumores fazem parte do 
genoma de qualquer indivíduo e têm sido alvo da terapia antisense. Uma 
mutação num destes tipos de genes é considerada grave e se os mecanismos 
de reparação não forem capazes de a contrariar, originará tumores. Os proto-
oncogenes passarão a oncogenes, levando a uma perda da capacidade de 
resposta aos sinais de inibição do crescimento (excesso de divisões mitóticas), 
enquanto os supressores de tumores deixarão de ter a capacidade de suprimi-




los, conduzindo a um retardamento ou impedimento de ocorrer a apoptose 
(escassa morte celular). 
A apoptose, também conhecida como o fenómeno de morte celular 
programada, é importante para a manutenção da homeostasia. A desregulação 
deste mecanismo leva ao desenvolvimento de cancros e doenças auto-imunes 
[18]. 
Existem inúmeras proteínas responsáveis por esta regulação necessária 
para se manter o equilíbrio homeostático. Exemplo disso, temos a grande 
família de proteínas bcl-2, que resultam da activação do gene Bcl-2 através de 
uma translocação cromossómica [8, 39]. Esta família proteica pode ser 
dividida em duas grandes classes que são antagónicas: as pró-apoptóticas 
(Bax, Bak, Bok, Bik, Bad e Bid) e as anti-apoptóticas (bcl-2, bcl-x, A1, bcl-w e 
McI-1). Todas elas possuem  domínios proteicos em comum, que podem ser 
aproveitados em prol da síntese de ON-AS que actuem simultaneamente 
contra o mRNA das diferentes proteínas bcl-2 [7, 18]. Estas proteínas estão 
envolvidas na formação de cancros e resistência destes a tratamentos. 
A terapia antisense, nestes casos será uma ajuda importante, uma vez 
que é possível um tratamento direccionado apenas às células cancerígenas, 
afectando muito menos as células saudáveis, reduzindo os efeitos não 
específicos. 
Alguns testes com ON-AS e taxol ou cisplatina, em linhas celulares 
cancerígenas, mostraram que estes tornam as células mais sensíveis aos 
tratamentos de quimioterapia. Por esta razão, a terapia antisense tem sido 
estudada como adjuvante no tratamento de cancro, devido à sua capacidade 
de sensibilizar as células aos tratamentos de radio e quimioterapia, 
apresentando resultados promissores [7, 18]. 
Testes in vitro e in vivo com um ON fosforotioato complementar aos seis 
primeiros codões do mRNA da bcl-2, o G3139, têm sido realizados em 
conjugação com a quimioterapia [12, 16, 18]. Quando administrado com 
doxorubicina, esta acumula-se duas vezes mais nas células cancerígenas, 
sendo por isso mais eficaz [7, 16]. Outros ON têm sido utilizados para silenciar 
a bcl-2- e bcl-x simultaneamente, por apresentarem grande homologia entre 
si, promovendo a morte celular [12, 18]. 




Esta família de proteínas tem sido o principal alvo da terapia antisense 
aplicada ao cancro, por estas se encontrarem em concentrações elevadas em 
mais de metade dos cancros humanos, entre muitos outros, que até agora têm 
sido alvo de terapia com recurso a drogas anticancerígenas convencionais 
[145]. 
Inúmeros cancros têm sido testados para a aplicação da terapia 
antisense, como por exemplo os  cancros da mama, pulmão, pele, melanoma, 
carcinoma de células Merkel, sarcoma de Kaposi, despigmentação da pele, 
tendo eles em comum a expressão elevada de proteínas importantes para a 
regulação da proliferação, diferenciação, e sobrevivência celular, como por 
exemplo, as proteínas da família bcl-2, c-raf e c-myc [17, 39]. 
 
 
 5.3. Outras doenças 
 
Muitas outras doenças e problemas têm  também sido alvo de tratamento 
através da terapia antisense, como o herpes [146], a fibrose cística [81], a 
hiperplasia epidérmica psoríaca, doenças de pele de origem viral, feridas 
(controlo de cicatrizes excessivas) [147], hepatite B, patologia de Crohn 
(gastrointestinal), etc. [17, 39, 73]. Apresentando exemplos, alguns estudos 
para o tratamento de hepatite B [148] e herpes [149] mostraram uma inibição 
da replicação viral em 90%. Isto demonstra o elevado potencial destas 
moléculas para atenuarem a infecção viral. 
No caso da psoríase, existe um caso de sucesso, o ON ISIS2303 que 
representa uma esperança para os pacientes que se têm submetido a todo e 
qualquer tipo de tratamentos [17]. 
Têm sido vários os alvos terapêuticos do silenciamento de genes através 
da terapia antisense [40-42, 46, 150]. Alguns dos mais estudados encontram-









Tabela 2 - Outros genes estudados com maior frequência para aplicação da terapia 






(envolvida na via da 
MAPK) 
Manutenção da mitogénese 
Sobrevivência celular 
c-Raf 
PKC e PKA (Serina-
treonina proteínas cinases) 
Proto-oncogene 
relacionados com via MAPK, bcl-
2 e Ras (carcinogénese, 
malignidade, diferenciação) 
c-myc Factores de transcrição 
Proto-oncogenes 
(replicação, crescimento, 




crescimento de transformação 
Papel na imunosupressão 
dos efeitos citotóxicos junto ao 
tumor 
Ki-67 




Supressor de tumor 
(antiproliferativa) 
Regulação da proliferação, 
controlo do ciclo celular e 
metabolismo 
vEGF Factor de crescimento 
Formação de novos vasos 




 5.4. Efeitos secundários dos oligonucleótidos in vivo 
 
Alguns ensaios clínicos têm demonstrado relativa segurança e toxicidade 
moderada dos ON-AS, que podem depender ou não da sequência de 
nucleótidos no ON. A presença de quartetos de G ou sequências CG, estas 
últimas também conhecidas como motivos CpG, são responsáveis por 




estimular o sistema imunitário, ter uma acção antiproliferativa, assim como 
induzirem a acção de citocinas, factores necróticos tumorais e interferões, 
bem como a proliferação de células B, macrófagos, células NK, e linfócitos [7, 
8, 12, 16, 18, 42, 45]. Estas sequências devem ser, por isso, evitadas ou 
metiladas. Os quartetos de G podem ser considerados como uma "faca de dois 
gumes", porque, apesar de provocarem efeitos antiproliferativos, também 
podem ser utilizados como adjuvantes no tratamento de cancros [7, 16]. 
A dose administrada de ON-AS in vivo é limitada por alguns efeitos 
secundários como a degeneração hepatocelular e a trombocitopenia, devido a 
interacções do ON (como fosforotioatos), com determinadas proteínas [7, 16, 
17]. A terapia antisense  tem sido aplicada in vivo de diversas formas, que 
podem ir desde a exposição dérmica, intravenosa, intraocular e inalação até à 
oral, sendo que cada uma delas representa um desafio. Quando aplicada via 
dérmica, a terapia antisense apresenta algumas vantagens, como por 
exemplo, rapidez e  menor toxicidade sistémica e desconforto.  
Apesar dos avanços verificados no silenciamento de genes em células 
cancerígenas, a entrega de ON continua a necessitar das modificações 
químicas tanto no ON em si, como nos sistemas de transporte de modo a 
melhorar propriedades como o tempo de meia-vida e a interacção com 
proteínas [151]. No entanto, em muitos estudos in vivo, a entrega de ON tem 
sido conseguida na sua forma livre, sem a utilização de sistemas de 
transporte, o que realmente é inesperado e é totalmente contrário ao que se 
verifica in vitro [12, 46]. Pensa-se que estes interagem com proteínas séricas 
através de pontes dissulfito, o que os protege da degradação por parte das 
nucleases no plasma [16]. 
 
A terapia antisense tem vindo a ganhar terreno nos estudos in vitro e in 
vivo. O número de doenças cujo tratamento ambiciona a aplicação da terapia 
antisense tem vindo a aumentar, e isso revela-se no número de ensaios 
clínicos a decorrer nos dias de hoje [40, 41]. Sabemos que o desenvolvimento 
de uma droga antisense, como qualquer outra molécula, leva o seu tempo. 
Esta começa o seu percurso em programas de modelação computacional, 
passando pela síntese, testes in vitro, in vivo em animais, seguindo-se uma 




fase clínica morosa, para depois ser aprovado por entidades reguladoras como 
a FDA e a EMA, depois de se comprovar a sua eficiência e segurança. Por isso 

























Estudos in vitro de silenciamento do gene da 
proteína verde fluorescente optimizada (EGFP) 
utilizando dendrímeros nativos e funcionalizados 
como vectores
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Estudos in vitro ce silenciamento do gene da proteína verde 
fluorescente optimizada (EGFP) utilizando dendrímeros nativos 





O objectivo deste trabalho consistiu em avaliar a capacidade dos 
dendrímeros de poli(amidoamina) (PAMAM), nativos e funcionalizados à 
superfície, de actuarem como vectores para a entrega de oligonucleótidos em 
terapia antisense. 
Foram utilizados os poli(amidoamina) (PAMAM) de geração G5, 
funcionalizados à superfície com 4 ou 8 moléculas de ácidos gordos de 
diferentes comprimentos (ácido láurico - 12 carbonos, ácido mirístico - 14 
carbonos, ácido palmítico - 16 carbonos), para a preparação de complexos 
com oligonucleótidos antisense para fins de transfecção de células HeLa 
pEGFP e silenciamento do gene da proteína verde fluorescente optimizada 
(EGFP). 
Antes da sua exposição às células, os complexos formados entre os 
dendrímeros e os oligonucleótidos foram caracterizados quanto à sua 
dimensão, potencial-ζ bem como interacções estabelecidas entre os seus 
componentes. Uma vez colocados em contacto com as células, os seus efeitos 
citotóxicos, e capacidade de silenciarem o gene da EGFP foram analisados. 
Os resultados mostram que esta família de dendrímeros é capaz de 
transportar oligonucleótidos para o interior das células, resultando na 
transfecção e silenciamento do gene da EGFP. Os níveis de silenciamento 
foram superiores aos verificados na transfecção mediada pelo dendrímero G5 
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71 
e crescem com o aumento do número de cadeias hidrofóbicas, comprimento e 
razão NP. 
A funcionalização dos dendrímeros à superfície com cadeias hidrofóbicas 
melhora a transfecção, muito provavelmente em consequência de uma maior 
interacção com a membrana celular, o que conduz a uma melhor 
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1.1. Células HeLa com expressão da Proteína Verde Fluorescente 
Optimizada 
 
A técnica de cultura de células animais consiste na manutenção e 
crescimento de células fora do organismo da qual provém, em condições 
ideais de temperatura, meio de cultura, pH e atmosfera [152]. 
Os meios de cultura onde as células são mantidas são constituídos por 
uma panóplia de componentes como aminoácidos, vitaminas, sais e hidratos 
de carbono, fornecendo o essencial para o crescimento e manutenção das 
células in vitro. Apesar disso, para alguns tipos celulares, são acrescentadas 
proteínas (hormonas, factores de crescimento, enzimas), com a adição de 
soro, por forma a aumentar a sobrevivência das células. 
Existem diferentes tipos de células: as linhas celulares finitas e as linhas 
celulares contínuas. As primeiras dizem respeito a células que só podem ser 
subcultivadas até um certo limite, após o qual as células começam a entrar 
em senescência (envelhecimento), deixando de ter capacidade proliferativa. 
Por outro lado, as linhas celulares contínuas possuem a característica de 
poderem se multiplicar indefinidamente, sendo também conhecidas como 
células imortais [152, 153]. 
As células HeLa foram estabelecidas como a primeira linha celular 
contínua humana em 1951 [154]. Estas células, designadas HeLa devido à sua 
origem ter sido de uma mulher chamada Henriette Lacks, são provenientes de 
um carcinoma cervical, com uma proliferação fora do normal, quando 
comparados com outros casos do mesmo tipo de cancro. 
Estas células têm sido muito utilizadas (tornaram-se num modelo 
standard de células), não só para investigação na área do cancro, mas 
também em estudos bioquímicos, genéticos e moleculares [154]. Por exemplo, 
uma das primeiras aplicações das HeLa foi a produção de uma vacina contra a 
infecção pelo vírus da poliomielite [154, 155]. 
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As células HeLa, com o seu fenótipo cancerígeno, caracterizam-se por 
possuirem um crescimento rápido e agressivo. Estas são conhecidas por 
contaminarem outras culturas celulares, pensando-se inclusivamente, que 
muitas das linhas celulares em laboratório terão sido originadas por 
contaminação de células com este tipo celular [154, 156] e até mesmo 
designações erróneas de células provenientes de outros cancros, mas que são 
indicadas como um subtipo de HeLa [154]. 
As células utilizadas neste trabalho são células HeLa modificadas 
geneticamente para expressarem de forma estável a proteína verde 
fluorescente optimizada (EGFP), através da introdução de um plasmídeo no 





Figura 12 - Plasmídeo pcDNA3-EGFP. Vector com o qual as células HeLa foram 
transfectadas de forma a expressarem EGFP de forma estável [157]. 
Capítulo II – Estudos in vitro de silenciamento do gene da proteína verde fluorescente 




Neste plasmídeo, além deste gene essencial para a expressão desta 
proteína, temos também um outro gene que produz uma proteína que confere 
resistência às células a um antibiótico, o sulfato de G418. Esta é a forma de 
selecção pois o meio de cultura possui este componente. As células que não 
possuírem este plasmídeo, não expressam a proteína que lhes confere 
resistência, acabando por morrer quando expostas ao G418. As células vivas 
manifestam um fenótipo verde fluorescente quando expostas a radiação no 




1.2. Proteína verde fluorescente optimizada (EGFP) 
 
A proteína verde fluorescente (GFP) é uma proteína que foi descoberta 
num animal marinho, a Aequorea victoria, vulgarmente conhecido por medusa 
[158-160]. Esta proteína tem uma propriedade que se tem revelado 
importante em inúmeros estudos e investigações, a fluorescência. 
No animal, existem duas proteínas envolvidas no fenómenos de 
fluorescência da GFP (Figura 13). A primeira, a aequorina, quando activada 
por iões cálcio emite quimioluminiscência azul. A segunda, a própria GFP, 
devido a uma pequena sequência serina-tirosina-glicina nas posições 65 a 67, 
sofre uma ciclização e oxidação depois da sua transcrição, recebe a energia 
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Figura 13 - Fluorescência verde emitida pela GFP após a sua excitação com a 
luminiscência azul proveniente da aequorina [161]. 
 
A GFP é uma proteína que absorve radiação aos 395 nm e 475 nm (na 
zona do azul), e emite a fluorescência a um comprimento de onda mais baixo, 
aos 509 nm (na zona do verde) [158-160]. Um dos problemas da GFP é a sua 
baixa intensidade de fluorescência. Para solucionar este problema, têm sido 
criadas diversas versões melhoradas desta proteína, como acontece com a 
EGFP, umas das GFP melhoradas mais utilizadas na investigação e a utilizada 
neste trabalho. Esta possui mutações S65T (serina passa a treonina) e F64L 
(fenilalanina passa a leucina), tornando-a mais termoestável e mais brilhante, 
com comprimento de onda de excitação a 488 nm e comprimento de onda de 
emissão a 507 nm [74, 158]. 
Devido à localização interna do cromóforo na proteína, a fluorescência 
desta proteína não é muito afectada pelo pH, solventes, temperatura e é 
resistente à atenuação, fenómeno vulgarmente conhecido por 
"photobleaching" devido à exposição contínua à radiação [27, 74]. 
A transfecção de células com este gene torna possível uma rápida 
percepção da  transfecção, sendo a expressão desta proteína visível cerca de 
4 a 5 h após a exposição das células ao vector. A visualização e quantificação 
da GFP pode ser realizada através de metodologias de microscopia de 
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fluorescência, citometria de fluxo activada por fluorescência (FACS), 
fluorimetria, etc. [63, 74, 158]. 
As características manifestadas por esta proteína fazem com que esta 
seja das proteínas mais utilizadas na investigação, já tendo sido aplicada e 
expressa em diversos organismos, como bactérias, fungos, plantas e animais 
[27]. Existem diversos vectores plasmídicos com o gene que codifica a GFP já 
comercializados por diversas empresas. 
A utilização de moléculas fluorescentes como a GFP tem sido utilizada 
como agente de localização nas células e tecidos, funcionando como uma 
proteína repórter. A sua utilização não se limita à sua forma isolada, mas 
igualmente, em fusão com outras proteínas de interesse, permitindo a 
localização destas nas células [27]. Têm sido realizados estudos de 
silenciamento de genes com esta proteína, utilizando moléculas como ON-AS e 
siRNA [60, 162, 163], atingindo-se valores de silenciamento elevados, sendo 
superiores para siRNA. 
 
 
1.3. Oligonucleótidos antisense 
 
Neste trabalho, para se atingir um efeito antisense, de forma a atingir 
níveis mais baixos de expressão da EGFP, foram utilizados oligonucleótidos 
antisense (ON-AS). Estes, como anteriormente referido, podem ser pequenas 
cadeias de DNA ou RNA, nativas ou modificadas. No caso presente, os ON-AS 
são moléculas de DNA com 18 bases nucleótidicas, nas quais foram realizadas 
algumas modificações. Antes de mais, foram empregues três tipos de ON-AS, 
que correspondem ao ON-AS teste, ON-AS mismatch (controlo) e ON-AS-TAMRA 
(utilizado para a localização celular do ON). 
O ON-AS teste e o ON-AS-TAMRA possuem a mesma sequência 
nucleotídica 5’ –G*A*GCTGCACGCTGCCGT*C* - 3’, sendo que o segundo 
possui, ligado à extremidade 5', um fluoróforo, o carboxitetrametilrodamina 
(TAMRA). Relativamente ao ON-AS mismatch, este possui uma sequência 
muito semelhante aos anteriormente referidos, apenas se diferenciando na 
troca de duas bases nucleótidicas, resultando na sequência (5’ –
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G*A*GCTCCACGCAGCCGT*C* - 3’), de forma a avaliar se o efeito de 
silenciamento de genes é, de facto, devido a um mecanismo antisense. Note-
se que os * localizam os nucleótidos nos quais foram realizadas modificações 
químicas, nomeadamente a substituição de um oxigénio do grupo fosfato por 
um átomo de enxofre, resultando em nucleótidos fosforotioato. Como 
anteriormente exposto, a presença de dois tipos de nucleótidos num ON, faz 
deste um ON quimérico. A disposição dos nucleótidos fosforotioato apenas nas 
extremidados fazem deste um ON-AS gapmer. Foi referido, igualmente, que 
ambos os ON fosfodiéster e fosforotioato são capazes de activar a RNAse H, e 
além disso, estes últimos protegem o ON da degradação enzimática por parte 
das nucleases [81]. 
A sequência do ON-AS escolhido para o nosso trabalho encontra-se 
referenciada em alguns artigos de silenciamento do gene da EGFP e o seu alvo 
é a região interna do mRNA que possui a informação para a EGFP [164, 165]. 
Hélin [164] demonstra que este é, de entre diversos ON, efectivamente o mais 
eficaz, atingindo-se valores de 70% de inibição de EGFP. 
Aos ON-AS podem ser conjugados diversos tipos de moléculas 
fluorescentes. Cada molécula fluorescente possui características próprias que 
as distinguem das outras. Estas consistem, normalmente, num conjunto de 
anéis aromáticos planares com um sistema de electrões que, quando 
excitados num determinado comprimento de onda, libertam depois energia na 
forma de fotões luminosos, originando fluorescência [80].  
A fluorescência de um fluoróforo é condicionada pelas condições 
ambientais como o pH e a concentração de iões. A fluorescência pode ser 
detectada por microscopia de fluorescência e quantificada por 
espectrofluorimetria [166]. 
O TAMRA (Figura 14) é uma molécula que deriva da rodamina, assim 
como tantas outras utilizadas, como a rodamina B, rodamina 110, rodamina 
6G, sulforodamina B, sulforodamina 101, algumas delas conhecidas pelo nome 
comercial. O TAMRA é um fluoróforo que possui o máximo de absorção aos 546 
nm (zona do amarelo) e o máximo de emissão aos 576 nm (zona do laranja-
vermelho) [167]. 
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Figura 14 - Fluoróforo TAMRA, derivada da rodamina. A ligação ao ON-AS dá-se na 
posição R. 
 
A conjugação do fluoróforo TAMRA a um ON-AS permite-nos localizar 
este ON na célula com técnicas de microscopia de fluorescência e estudar a 
interacção do ON com os dendrímeros [168]. 
 
 
1.4. Dendrímeros PAMAM nativos e modificados 
 
No capítulo anterior, vimos que os dendrímeros têm sido muito utilizados 
na transfecção de células com material genético devido às suas propriedades 
químicas e estruturais. Estas moléculas ramificadas, monodispersas e 
altamente organizadas, têm sido utilizadas em diversos estudos de 
silenciamento de genes, na sua forma nativa ou modificada [79, 106, 169, 
170]. 
Os dendrímeros mais conhecidos, são, sem dúvida, os dendrímeros 
poli(amidoamina) (PAMAM), os quais permitem a condensação do material 
genético devido à presença de uma superfície positiva conferida pelas aminas 
primárias [171, 172]. Além disso, as aminas terciárias proporcionam um efeito 
tampão que tem um papel importante na libertação dos complexos 
vector/ácido nucleico dos endo-lisossomas. O excesso de dendrímero em 
relação ao material genético garante que se mantenha uma superfície positiva 
nos complexos a pH fisiológico, de forma a promover uma interacção com a 
membrana celular. Os dendrímeros PAMAM têm sido utilizados para a entrega 
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de pDNA (expressão proteíca), assim como de ON-AS e si-RNA (silenciamento 
de um gene específico) [81]. Estudos realizados por Bielinska [173] e Zhou  
[174] mostram que estes são eficientes na entrega destas moléculas, 
verificando-se um silenciamento do gene da luciferase de cerca de 25-50% 
(ON-AS) a 80% (siRNA), sem provocar grandes efeitos citotóxicos. 
Neste trabalho foram utilizados dendrímeros PAMAM nativos e 
funcionalizados à superfície com grupos alquilo (por conjugação com os ácidos 
gordos laúrico (La), mirístico (My) e palmítico (Pa)). Os dendrímeros 
funcionalizados (Figura 15) foram anteriormente sintetizados e caracterizados 












Figura 15 - Representação esquemática dos dendrímeros PAMAM G5 modificados 
com (A) 4 e (B) 8 moléculas de ácido gordo. Note-se que, a disposição dos ácidos gordos 
na Figura é uniforme, mas isso poderá não representar o que realmente acontece, uma 
vez que estes foram modificados de uma forma aleatória, podendo estes se encontrarem 
mais próximos uns dos outros. 
 
Este trabalho mostrou que complexos formados por DNA plasmídico e 
estes dendrímeros (geração 5) com grupos hidrofóbicos à superfície eram 
facilmente internalizados por células estaminais mesenquimatosas, embora 
nem todos fossem muito eficientes para a entrega de genes. Achou-se, pois, 
que seria interessante testá-los como vectores para a entrega de ON-AS, uma 
vez que os ON-AS podem exercer a sua função já no citoplasma, não havendo 
a necessidade de ser entregues ao núcleo. 
 
A B 
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 1.5. Objectivos 
 
Este trabalho teve como objectivo principal a avaliação do desempenho 
de dendrímeros PAMAM (geração 5), nativos e funcionalizados à superfície 
com grupos alquilo, como vectores para a entrega nas células de 
oligonucleótidos antisense e, consequentemente, no silenciamento de genes. 
 
Em maior detalhe, o trabalho pretendeu: 
 
a) Estudar as características dos complexos formados entre os 
dendrímeros e os oligonucleótidos, nomeadamente o seu tamanho e potencial-
ζ; 
 
b) Avaliar as interacções estabelecidas dos complexos formados entre os 
dendrímeros e os oligonucleótidos, as quais são de natureza electrostática; 
 
c) Avaliar a citotoxicidade dos complexos formados entre os dendrímeros 
e os oligonucleótidos usando células HeLa pEGFP em cultura; 
 
d) Estudar o nível de silenciamento do gene da EGFP em células HeLa 
pEGFP em cultura obtido após transfecção com complexos formados com 
oligonucleótidos antisense e dendrímeros PAMAM (geração 5) nativos e 
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2. Secção experimental 
 
2.1. Materiais e reagentes 
 
As células HeLa pEGFP utilizadas neste projecto foram gentilmente 
oferecidas pelo Doutor Sebastian Neuman (Ruhr-University Bochum, 
Alemanha). 
O ON antisense , ON mismatch (controlo) e ON antisense-TAMRA, para o 
silenciamento de EGFP foram adquiridos na Biomers (Alemanha), com as 
seguintes características: ON antisense (5’ –G*A*GCTGCACGCTGCCGT*C* - 3’), 
ON mismatch (5’ –G*A*GCTCCACGCAGCCGT*C* - 3’) e ON antisense-TAMRA (5’ 
– TAMRA -G*A*GCTGCACGCTGCCGT*C* - 3’), onde * representa uma 
modificação fosforotioato (nos dois primeiros e dois últimos nucleótidos do ON 
fosfodiéster). Estes ON são gapmers fosforotioato.  
A eficiência dos ON mismatch e ON antisense teste foi comparada com a 
obtida utilizando  sistemas de entrega de material genético já 
comercializados, nomeadamente PolyMAG do kit Magnetofection™ 2.3 
(Chemicell) e Superfect® (Qiagen). Outro material de referência utilizado foi 
o PEI (25 kDa) da Sigma. 
Os dendrímeros PAMAM de geração 5 (G5) com centro EDA e grupos 
terminais amina, em solução aquosa, foram adquiridos através da Dendritech, 
Inc. (EUA). Os dendrímeros modificados com ácidos gordos foram 
anteriormente sintetizados no Centro de Química da Madeira [86]. Aos 
dendrímeros PAMAM G5 modificados com os diferentes ácidos gordos foi 
atribuída a seguinte nomenclatura: G5.La4 e G5.La8, G5.My4 e G5.My8, 
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Tabela 3 - Nomenclatura e respectivas características dos dendrímeros PAMAM G5 
funcionalizados com grupos alquilo. 
Designação 
Tipo de ácido gordo 
conjugado 
Nº de moléculas de 
ácido gordo conjugados 
G5.La4 Ácido Láurico (C12) 4 
G5.La8 Ácido Láurico (C12) 8 
G5.My4 Ácido Mirístico (C14) 4 
G5.My8 Ácido Mirístico (C14) 8 
G5.Pa4 Ácido Palmítico (C16) 4 
G5.Pa8 Ácido Palmítico (C16) 8 
 
A origem de todos os restantes reagentes e materiais utilizados neste 




2.2. Preparação dos "dendriplexos" 
 
Os complexos entre os ON e os dendrímeros (G5, G5.La4, G5.La8, 
G5.My4, G5.My8, G5.Pa4, G5.Pa8) foram preparados a diferentes razões de 
NP, nomeadamente, 2, 6 e 10. 
Os complexos foram preparados obedecendo sempre à mesma ordem de 
adição dos seus componentes. Às quantidades necessárias de ON foi 
adicionado o volume adequado de uma solução tampão HBG (7,0 < pH < 7,2) 
constituída por 10 mM Hepes (USB, EUA) e glucose 5% (p/p) (Riedel-de-Haën, 
Alemanha). Esta solução com o ON foi agitada (usando um vórtex) 
vigorosamente durante 10 s e incubada durante 15 min à temperatura 
ambiente. De seguida, foram adicionadas as quantidades necessárias de 
dendrímeros para a formação de complexos nas diferentes razões de NP. Estas 
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2.3. Caracterização dos "dendriplexos" por DLS e potencial-ζ 
 
Os complexos entre o ON antisense e os dendrímeros (G5, G5.La4, 
G5.La8, G5.My4, G5.My8, G5.Pa4, G5.Pa8) foram preparados a razões NP 2, 6, 
e 10, seguindo a metodologia anteriormente descrita. Os complexos foram 
preparados utilizando 5 μg de ON antisense, num volume final de 1 mL de 
solução tampão. 
As dimensões das partículas foram determinadas à temperatura 
ambiente no equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments) a 633 nm, 
utilizando um ângulo de detecção de 173º. 
As medições de potencial-ζ foram realizadas no mesmo equipamento, 
utilizando as mesmas soluções de complexos, a um ângulo de 173º. Os 
potenciais-ζ foram calculados usando o modelo de Smoluchowsky.  
Foram realizadas medições em triplicado e de forma independente. Os 




2.4. Avaliação da interacção do oligonucleótido antisense marcado 
com TAMRA com dendrímeros 
 
Os complexos formados entre o ON antisense-TAMRA e os dendrímeros 
(G5, G5.La4, G5.La8, G5.My4, G5.My8, G5.Pa4, G5.Pa8) foram preparados a 
razões NP 2, 6, e 10 seguindo a metodologia anteriormente descrita. Os 
complexos foram preparados utilizando 1 μg de ON antisense, num volume 
final de 200 μL de solução tampão. 
Terminada a incubação, as soluções foram transferidas para uma placa 
de 96 poços opaca (Corning ® Costar®) e a fluorescência emitida pelo 
fluoróforo TAMRA, em cada amostra, foi medida num leitor de microplacas 
(modelo Victor3 1420, PerkinElmer) a λexcitação= 530 nm, λemissão= 590 nm. Estas 
medições foram realizadas em triplicado e de forma independente. 
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em que F(amostra) corresponde à fluorescência emitida pelo ON antisense-
TAMRA nos complexos, F(branco) é a fluorescência emitida pela solução 
tampão e finalmente a F(DNA) a fluorescência emitida pelo ON antisense-
TAMRA no seu estado livre em solução tampão. 
 
 
2.5. Avaliação da perda de interacção do oligonucleótido antisense 
marcado com TAMRA com dendrímero G5 
 
Os complexos entre o ON antisense-TAMRA e dendrímero G5 foram 
preparados a NP 2, 6, e 10, como descrito anteriormente, utilizando 5 μg de 
ON num volume final de 1mL. 
Terminada a incubação, a fluorescência emitida pelo fluoróforo TAMRA 
em cada amostra foi medida numa célula de quartzo (1cm x 0,5 cm) num 
espectrofluorímetro (LS55, PerkinElmer) a λexcitação= 544 nm, λemissão= 583 nm. 
De seguida, foram adicionados 333 μL de uma solução 4% (p/p) dodecil 
sulfato de sódio (SDS, PlusOne) e homogenizado. Estas soluções incubaram 
durante 5 min e a fluorescência emitida pelo fluoróforo TAMRA em cada 
amostra foi medida numa célula de quartzo (1cm x 0,5 cm) num 
espectrofluorímetro (LS55, PerkinElmer) a λexcitação= 544 nm, λemissão= 583 nm. 
De forma a descontar a influência da diluição resultante da adição da 
solução de SDS, o procedimento foi repetido, sendo que foram adicionados 
333 μL de água ultrapura em vez de SDS. 
Todas estas medições foram realizadas em triplicado, de forma 
independente, de modo a verificar a reprodutibilidade dos resultados. Os 
resultados são apresentados em unidades de fluorescência relativa (RFU). 
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2.6. Cultura celular de HeLa pEGFP 
 
As células HeLa pEGFP, em passagem 16, foram cultivadas e mantidas a 
37ºC, numa atmosfera de 5% CO2, em placas de Petri (Corning ® Costar®) em 
meio Eagle com modificações Dulbecco (DMEM, ref. 12800-116, GIBCO) com 
elevado conteúdo de glucose e L-glutamina, suplementado com 10% soro 
bovino fetal (FBS), 1% antibiótico-antimicótico (AA) e 50 μg/mL sulfato de 
G418 (SIGMA), até atingirem níveis de confluência de 60 a 80%. 
As células foram tripsinizadas utilizando uma solução de tripsina-EDTA 
(GIBCO) e subcultivadas em placas de poços adequadas para as experiências. 




2.7. Transfecção das células HeLa pEGFP 
 
Para os testes de transfecção com os ON antisense e mismatch, as 
células HeLa pEGFP foram cultivadas em placas opacas de 96 poços, com 
fundo transparente (Corning ® Costar®), numa densidade de 4,5x104 
células/cm2. 
Há que salientar que foram cultivadas células suficientes para efectuar 8 
réplicas para cada condição de transfecção (Tabela 4), e que foram feitos 
estudos de citotoxicidade e silenciamento 48h e 72 h após a transfecção. 
Nas experiências de transfecção, as células cultivadas proliferaram 
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Tabela 4 - Condições de transfecção a que foram sujeitas as células. Para cada uma 
das situações representadas foram realizados 8 réplicas (8 poços de uma placa de 96 
poços), sendo que todas as condições foram feitas em duplicado para os intervalos de 
tempo 48 h e 72 h, nomeadamente. 
Controlos Testes 
Controlo negativo G5 + antisense, NP2 
 G5 + antisense, NP6 
Controlo positivo mismatch, 
NP0 
G5 + antisense, NP10 
 G5.La4 + antisense, NP2 
Controlo positivo antisense, 
NP0 
G5.La4 + antisense, NP6 
 G5.La4 + antisense, NP10 
Controlo comercial PEI + 
mismatch, NP5 
G5.La8 + antisense, NP2 
 G5.La8 + antisense, NP6 
Controlo comercial PEI + 
antisense, NP5 
G5.La8 + antisense, NP10 
 G5.My4 + antisense, NP2 
Controlo comercial 
Superfect® : mismatch (5:1) 
G5.My4 + antisense, NP6 
 G5.My4 + antisense, NP10 
Controlo comercial 
Superfect® : antisense (5:1) 
G5.My8 + antisense, NP2 
 G5.My8 + antisense, NP6 
Controlo comercial 
PolyMAG™ : mismatch (1:1) 
G5.My8 + antisense, NP10 
 G5.Pa4 + antisense, NP2 
Controlo comercial 
PolyMAG™ : antisense (1:1) 
G5.Pa4 + antisense, NP6 
 G5.Pa4 + antisense, NP10 
 G5.Pa8 + antisense, NP2 
 G5.Pa8 + antisense, NP6 
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 G5.Pa8 + antisense, NP10 
 
Antes da transfecção, o meio de cultura foi substituído por 150 µL de 
meio de cultura novo. Os dendriplexos foram preparados como anteriormente 
especificado e de acordo com a Tabela 4, tendo em conta que se adicionou 50 
µL/poço da solução de complexos. Brevemente, os complexos foram 
preparados utilizando 2,27 µg/cm2 de ON e, após a adição da solução tampão 
HBG, dos dendrímeros e posterior incubação, 50 µL desta solução foram 
adicionados às células. 
Os complexos com PEI foram preparados da mesma forma, na razão NP 
igual a 5, adicionando-se 50 µL desta solução a cada poço. 
Os complexos com o Superfect® foram preparados de acordo com as 
instruções do fabricante, à razão Superfect (µL) : ON (µg) igual a 5. 
Os complexos com as partículas magnéticas PolyMAG™ foram preparados 
de acordo com as instruções do fabricante, utilizando uma razão ON (ug) : 
PolyMAG (μL) igual a 1. 
Os controlos positivos ON antisense e mismatch consistem na exposição 
das células aos respectivos ON, apenas dissolvidos na solução tampão HBG. 
Relativamente ao controlo negativo, este refere-se à simples adição de 
solução tampão HBG às células. 
As células estiveram em contacto com os complexos durante 6 h, sendo 
estes removidos por sucção e adicionados 200 µL de meio de cultura 
completo. As células incubaram durante mais 48 h e 72 h, fazendo-se troca de 
meio de cultura de 24 em 24 h. 
 
 
2.8. Teste de citotoxicidade 
 
A citotoxicidade dos complexos foi avaliada através do teste de redução 
de resazurina em resorufina, 48 h e 72 h após a transfecção. O meio de 
cultura foi removido e substituído por 200 µL de meio de cultura completo 
contendo 10% v/v de uma solução 0,1mg/mL de resazurina (SIGMA). Após 3 h 
de incubação, a 37ºC e 5% CO2, 100 µL deste meio foram retirados e 
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adicionados a uma placa de 96 poços opaca (NUNC) e a leitura da 
fluorescência foi feita num leitor de microplacas (modelo Victor3 1420, 
PerkinElmer) a λexcitação= 530nm, λemissão= 590nm. 
A viabilidade, medida através da actividade metabólica, é expressa em 
percentagem, considerando o valor obtido pelo controlo negativo como 100%. 
 
 
2.9. Estudos de silenciamento de EGFP 
 
Antes de se proceder ao teste de citotoxicidade, as células foram sempre 
observadas e fotografadas num microscópio de fluorescência invertido (Nikon 
Eclipse TE 2000E) equipado com câmara Nikon.  
Após os estudos de citotoxicidade, o meio de cultura ainda existente nas 
placas com as células foi retirado e as células foram lavadas uma vez com 200 
µL de PBS (SIGMA). Às células, adicionou-se 50 µL de tampão de lise celular 
(RLB, Promega) e as placas foram agitadas durante 30 min, de modo a 
promover a lise celular. 
Os extractos celulares foram imediatamente analisados nas mesmas 
placas (por possuírem o fundo transparente) fazendo uma leitura da 
fluorescência emitida pela EGFP no leitor de microplacas (modelo Victor3 
1420, PerkinElmer) a λexcitação= 485nm, λemissão= 510nm. 
A quantidade de proteína foi determinada através do teste de 
quantificação de proteína com ácido bicinconinato (BCA) e utilizando, como 
padrão de quantificação, a albumina sérica bovina. As placas com os lisados 
celulares relativas às 48 h foram guardadas a -20ºC, de forma a fazer a 
quantificação de proteína simultaneamente com as de 72 h. Resumidamente, 
foram transferidos 10 µL dos lisados celulares de 48 h e 72h, para placas de 96 
poços transparentes, e foram adicionados 200 µL da solução de BCA. A solução 
de BCA foi preparada imediatamente antes da utilização, através da mistura 
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Tabela 5 - Composição das soluções A e B, que depois são misturadas numa 
proporção de 50:1, respectivamente. 
Solução A (para 200 mL) Solução B (para 50 mL) 
2 g bicinconinato de sódio (FLUKA) 
2 g sulfato de cobre pentahidratado 
(RIEDEL-DE HÄEN) 
4 g  carbonato de sódio (PANREAC)  
0,32 g tartrato dissódico (MERCK)  
0,8 g hidróxido de sódio (FLUKA)  
1,90 g bicarbonato de sódio (PANREAC)  
 
Seguiu-se uma incubação a 37ºC, durante 1 h, protegendo as amostras da 
luz. A absorvância foi medida num leitor de microplacas (modelo Victor3 1420, 
PerkinElmer), a λabsorção= 550 nm. 
A eficiência de entrega dos oligonucleótidos e, consequentemente, de 
silenciamento do gene da EGFP está expressa em RFU/mg proteína. 
 
 
2.10. Estudos de microscopia de fluorescência para localização 
celular do oligonucleótido antisense marcado com TAMRA 
 
Para se verificar a internalização dos ON por parte da célula, utilizou-se 
a técnica de microscopia de fluorescência (num microscópio invertido) e o ON 
antisense-TAMRA que emite fluorescência vermelha quando excitado no 
comprimento de onda adequado. 
As células HeLa pEGFP foram cultivadas em placas transparentes de 24 
poços, sobre coverslips tratados com colagénio, numa densidade de 8,33 x103 
células/cm2. Estas proliferaram durante 24 h em 1 mL de meio de cultura 
completo, antes de serem transfectadas. 
Antes da transfecção, o meio de cultura foi substituído por 900 µL de 
meio de cultura completo. Foram apenas preparados complexos utilizando 
dendrímero G5, nas razões NP 2, 6 e 10, para diferentes tempos de 
transfecção, nomeadamente, 1 h, 2 h, 4 h e 6 h.  
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Os dendriplexos foram preparados como anteriormente especificado e 
em triplicado, tendo em conta que se adicionou 100 µL/poço da solução de 
complexos. 
Resumidamente, os complexos foram preparados utilizando 0,55 µg/cm2 
de ON antisense-TAMRA e, após a adição da solução tampão, do dendrímero e 
posterior incubação, 100 µL desta solução foram adicionados às células. 
As células estiveram em contacto com os complexos durante 1 h, 2 h, 4 h 
e 6 h, sendo os complexos depois removidos por sucção, e as células lavadas 
duas vezes com 1 mL de solução salina de tampão fosfato (PBS) e fixadas à 
temperatura ambiente durante 10 min, com uma solução constituída por 1,5 % 
(v/v) glutaraldeído (MERCK) e 0,14 M de cacodilado de sódio (SIGMA) 
preparada em PBS. 
As células fixadas foram lavadas duas vezes com 1 mL de PBS e, em 
seguida, os núcleos foram marcados com uma solução 2,5 µg/mL de 4',6-
diamidino-2-fenilindole (DAPI) em PBS, durante 10 min, à temperatura 
ambiente. 
Os coverslips foram montados em lamelas, com as células fixadas para 
baixo, utilizando como meio de montagem o Vectashield® Mounting Media 
(Vector Labs, EUA). Foram conseguidas imagens fluorescentes usando o 
microscópio de fluorescência invertido (Nikon Eclipse TE 2000E) equipado com 
câmara Nikon, com a objectiva de 100x. 
O sinal do oligonucleótido apareceu a vermelho devido ao fluoróforo 
TAMRA, enquanto as células emitiram fluorescência verde, devido à EGFP, e 
os núcleos a azul, devido ao DAPI. Foram captadas imagens apenas das 
preparações onde foi possível detectar sinal vermelho. 
 
 
 2.11. Tratamento estatístico 
 
O tratamento estatístico dos resultados foi executado no programa 
Excel, da Windows. Os resultados são apresentados como a média ± desvio-
padrão em relação à média. 
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3. Resultados e discussão 
 
Nesta secção, apresentam-se e discutem-se os resultados obtidos no 
trabalho experimental, tentando sempre relacioná-los com resultados de 
trabalhos já publicados. 
 
 
3.1. Caracterização dos "dendriplexos" por DLS e potencial-ζ 
 
Na primeira secção deste trabalho, vimos que factores como a 
concentração de iões, pH e temperatura das soluções, solubilidade, dimensão 
e carga dos vectores são importantes para a interacção e/ou condensação dos 
ácidos nucleicos com os sistemas de entrega [175]. Só assim é possível uma 
internalização destes complexos por parte das células e uma transfecção 
eficiente. 
Previamente a qualquer estudo celular, foram preparados dendriplexos a 
diferentes razões NP utilizando o ON antisense, numa solução tampão HBG. 
Esta solução tampão, com baixa força iónica (baixa concentração de iões) é 
capaz de manter o pH fisiológico e alguma estabilidade dos complexos, uma 
vez que os seus componentes não competem para interacção com os ON e 
dendrímeros. 
 Os dendriplexos foram preparados nas razões NP 2, 6 e 10, e medições 
através de difusão dinâmica da luz (DLS) foram realizadas para se determinar 
a dimensão e PDI das nanopartículas formadas (Figura 16 e Figura 17).  Foram 
igualmente realizadas medições de DLS aos respectivos controlos, que 
consistem em soluções apenas de dendrímeros em solução tampão HBG, a 
uma concentração de 100 µg/mL, a qual corresponde a uma concentração de 
dendrímeros superior a qualquer das concentrações usadas nas experiências 
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Tabela 6 - Concentrações em µg/mL, de dendrímeros nas respectivas razões NP, 
considerando 5 µg de ON antisense. 
Dendrímeros 
(µg/mL) 
 Razão NP  
2 6 10 
G5 7,68 23,00 38,34 
G5.La4 8,18 24,55 45,82 
G5.La8 8,66 25,97 43,28 
G5.My4 8,29 24,86 41,43 
G5.My8 8,94 26,83 44,71 
G5.Pa4 8,41 25,24 42,06 
G5.Pa8 9,09 27,26 45,43 
 
Sabe-se, de antemão, que uma molécula de dendrímero PAMAM G5 
possui um diâmetro de aproximadamente 50 Å, ou seja, 5 nm [81]. Os 
dendrímeros modificados com ácidos gordos não terão um diâmetro muito 
diferente destes, uma vez que apenas possuem 4 ou 8 cadeias alifáticas em 
toda a molécula. A preparação dos complexos envolve a interacção de 
oligonucleótidos com cerca de 18 bases, moléculas estas, que não terão maior 
comprimento que o dendrímero, ao contrário do que acontece com um pDNA. 
Os complexos foram preparados em solução tampão HBG a diferentes 
razões NP.  
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Figura 16 - Diâmetro hidrodinâmico médio dos dendrímeros não complexados 
(0,1mg/mL) e dos dendríplexos, a diferentes razões NP, determinados por DLS. Os 
resultados provêm de medições em triplicado, independentes, e encontram-se 
representados como a média ± desvio-padrão, em nm. 
 
Numa primeira visualização dos resultados apresentados na Figura 16, 
podemos constatar que, no grupo controlo, os diâmetros dos dendrímeros são 
muito superiores ao valor de 5 nm e que estes apresentam os maiores desvios-
padrão. Podemos concluir, então, que os dendrímeros se encontram 
agregados na solução tampão, formando partículas com diâmetros entre 50 
nm e 400 nm. A agregação dos dendrímeros em solução é particularmente 
importante para o caso dos dendrímeros G5.La4, os quais formam agregados 
com um diâmetro médio de 400 nm. 
Relativamente aos dendríplexos, em geral, o aumento da razão NP leva a 
pequenos aumentos no seu diâmetro, havendo uma excepção, os dendriplexos 
formados a partir do G5.La4. Neste caso, o diâmetro é muito elevado quando 
comparado com o dos outros complexos e a tendência é de diminuição do 
diâmetro com o aumento da razão NP. Como vimos, os agregados formados 
apenas por dendrímeros G5.La4 já apresentavam dimensões maiores à 
partida. Adicionalmente, há que notar os elevados valores de desvio-padrão 
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Uma vez que a concentração de ON antisense é sempre constante e a 
variável é a concentração de dendrímero, é possível que aumento da razão NP 
passe a significar que os dendrímeros "competem" pela interacção com o ON, 
acabando este por funcionar como um agente de agregação dos dendrímeros 
em solução [26]. Comparando os valores dos complexos com os do grupo 
controlo, podemos comprovar, para alguns dos casos, que o aumento do 
diâmetro não se deve ao simples facto de haver maior quantidade de 
dendrímero em solução. Isto porque, como referido antes, uma concentração 
de 100 µg/mL de dendrímeros corresponde a uma concentração bastante 
superior às concentrações de dendrímeros usadas nas diferentes razões NP 
testadas. Há que ter também em consideração, que os desvios-padrão são 
elevados, quando comparados com os dos complexos nas diferentes razões NP. 
Os dendriplexos, excluindo o G5.La4, possuem diâmetros que vão desde 
os 49 nm (G5.Pa8, NP2) até aos 164 nm (G5, NP10), ou seja, apresentam, 
dimensões suficientemente pequenas para poderem entrar nas células por 
endocitose. De facto, alguns trabalhos publicados e referenciados por De 
Smedt [26] mostram que partículas com dimensões de 100 nm a 500 nm são 
capazes de serem internalizadas pelas células.  
Por outro lado, os complexos com dendrímero G5 apresentam para todas 
as razões NP, o maior valor de diâmetro, enquanto os complexos com 
dendrímero G5.Pa8, para todas as razões NP apresentam o menor valor de 
diâmetro. Podemos, então estabelecer uma ordem para os diâmetros dos 
complexos, onde se tem  G5.La4 (excepção)> G5 > G5.My4 > G5.La8  > G5.My8 
> G5.Pa4 > G5.Pa8. Com isto conclui-se que em termos gerais e para uma 
razão NP fixa, quanto maior o número de substituições e comprimento da 
cadeia hidrofóbica, menor é o diâmetro do dendriplexo. 
Simultaneamente com a determinação do diâmetro dos complexos, 
foram obtidos dados referentes ao PDI (Figura 17), que nos informa sobre a 
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Figura 17 - PDI dos complexos preparados nas diferentes razões NP, determinados 
por DLS. Os resultados provêm de medições em réplicas independentes e encontram-se 
representados como a média ± desvio-padrão. 
 
Podemos observar que os PDI, de uma forma geral, se localizam entre os 
valores 0,2 e 0,5 o que indica alguma heterogeneidade nas amostras. 
Medições de potencial-ζ foram  também executadas (Figura 18) para 
avaliar a carga e estabilidade dos complexos em solução. Estes vêm 
complementar todos os resultados anteriormente discutidos e, de certa 
forma, concluir a caracterização dos complexos quando à suas propriedades 
físicas. O potencial-ζ representa a diferença de potencial entre o meio onde 
as partículas se encontram dispersas (o solvente) e a camada estacionária de 
fluido existente em torno dessas partículas [176]. Em termos práticos, quanto 
maior for o valor absoluto do potencial-ζ, maior a repulsão existente entre as 
partículas numa solução e maior a resistência à agregação dessas mesmas 
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Figura 18 - Potencial-ζ dos dendríplexos preparados nas diferentes razões NP. Os 
resultados provêm de medições em triplicado, independentes, e encontram-se 
representados como a média ± desvio-padrão, em mV. 
 
Através dos resultados representados na Figura 18, evidencia-se um 
aumento do potencial-ζ nos complexos  com o aumento da razão NP o que se 
traduz num aumento da estabilidade das soluções. Por outro lado, em termos 
gerais, o potencial-ζ dos complexos formados com G5 é superior aos dos 
complexos com dendrímeros modificados. Isto está de acordo com as 
conclusões de Santos [14], de que as cadeias hidrofóbicas exercem um efeito 




3.2. Avaliação da interacção do oligonucleótido antisense marcado 
com TAMRA com dendrímeros 
 
Estando os dendrímeros carregados positivamente e os oligonucleótidos 
negativamente, é de esperar que ocorram interacções de natureza 






















G5 G5 La4 G5 La8 G5 My4 G5 My8 G5 Pa4 G5 Pa8 
Capítulo II – Estudos in vitro de silenciamento do gene da proteína verde fluorescente 
optimizada (EGFP) utilizando dendrímeros nativos e funcionalizados como vectores 
 
98 
utilizando técnicas de fluorescência. Para isso, os ON foram marcados com o 
fluoróforo TAMRA e a fluorescência emitida por esta molécula foi medida em 
soluções contendo apenas ON (livre) e soluções com dendriplexos preparados 
a diversas razões NP. 
Os resultados obtidos estão expostos na Figura 19. A intensidade de 
fluorescência emitida pelo TAMRA apresenta um valor máximo quando o ON 
está livre, em solução. Após a complexação dos ON com os dendrímeros, a 
intensidade da fluorescência diminui, sendo mais baixa para menores razões 
NP e crescendo à medida que a razão NP aumenta. 
 
Figura 19 - Avaliação da condensação do ON antisense-TAMRA, onde DNA 
corresponde à fluorescência emitida pelo ON-antisense-TAMRA na sua forma livre. Os 
resultados provêm de medições em triplicado, independentes, e encontram-se 
representados como a média ± desvio-padrão, em RFU. 
 
Uma vez que a concentração de ON antisense é sempre constante e a 
variável é a concentração de dendrímero, é provável que uma menor 
concentração de dendrímeros (NP2) leve à formação de complexos com maior 
número de ON por dendrímero. Por outro lado, uma concentração mais 
elevada de dendrímero poderá originar complexos com menor número de ON 
por dendrímero, ou seja, os dendrímeros competem pelos ON presentes em 
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produza um efeito de "self-quenching", ou seja, ocorra uma atenuação da 
fluorescência devido à proximidade das moléculas de ON antisense-TAMRA 
entre si, quanto maior for o número de ON por dendrímero, menor a 
intensidade da fluorescência. 
A literatura refere este fenómeno, inclusive quando um dendrímero é 
marcado com demasiadas moléculas fluorescentes, ocorrendo depois 
"quenching" da fluorescência [80].  
Procurou-se comprovar, por Ressonância Magnética Nuclear (RMN) que a 
razões de NP mais baixas o nº de fluoróforos associados a cada dendrímero era 
maior do que a razões de NP mais elevadas, mas os picos característicos do 
fluoróforo TAMRA apareciam na zona dos picos correspondentes aos 
constituintes do tampão HBG, sendo completamente mascarados. 
 
 
3.3. Avaliação da perda de interacção do oligonucleótido antisense 
marcado com TAMRA com dendrímero G5 
 
A adição de uma molécula surfactante, como o dodecil sulfato de sódio 
(SDS), a uma solução com complexos formados por simples interacções 
electrostáticas entre moléculas com carga oposta, faz com que estes 
componentes dos complexos se separem. Um exemplo prático é a utilização 
de SDS na electroforese em poliacrilamida, fazendo com que as proteínas se 
desnaturem. 
Neste contexto, pretendeu-se verificar se a interacção entre os ON e os 
dendrímeros era, de facto, de natureza electrostática e avaliar o efeito da 
adição de SDS ao sistema, novamente através da medição da fluorescência 
emitida pelo fluoróforo TAMRA ligado ao ON antisense. 
Uma vez que os resultados anteriores (de interacção entre os 
dendrímeros e os ON) se apresentaram uniformes e foi verificada 
reprodutibilidade, estes estudos foram apenas realizados utilizando complexos 
com dendrímero nativos. 
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Estes resultados (Figura 20) vêm complementar os resultados 
anteriormente discutidos e, de certa forma, confirmar a natureza 
electrostática das interacções estabelecidas entre os ON e os dendrímeros. 
Antes de analisar os resultados propriamente ditos, há que salientar que, 
previamente à medição da fluorescência com complexos, foram feitas 
medições de alguns controlos para posterior comparação, nomeadamente, a 
medição da fluorescência da solução tampão HBG, ON antisense-TAMRA livre 
(DNA) e dendrímero G5 livre. Uma vez que, após a medição da fluorescência 
dos complexos, se adicionou SDS e se mediu novamente a fluorescência, 
temos que ter em conta o efeito da diluição na intensidade da fluorescência. 
Assim sendo, este procedimento foi repetido, sendo que nesta segunda vez, 
foi adicionada água ultrapura na mesma quantidade (mesmo volume) que a 
solução de SDS. 
 
Figura 20 - Estudo do processo de descomplexação entre os ON-antisense-TAMRA e 
os dendrímeros nativos por adição de SDS. (A) Espectros de emissão apresentados pela 
solução tampão e pela solução de ON livre, na ausência e presença de SDS; (B) Espectros 
A B 
 D 
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de emissão apresentados pelas soluções de dendrímero G5 livre e dos seus complexos com 
ON na razão NP2; (C) Espectros de emissão apresentados pelas soluções de dendrímero G5 
livre e dos seus complexos com ON na razão NP6; (D) Espectros de emissão apresentados 
pelas soluções de dendrímero G5 livre e dos seus complexos com ON na razão NP10. A 
intensidade de fluorescência está expressa em RFU. 
 
A análise da Figura 20 mostra que quer a solução tampão (Figura 20A), 
quer as soluções contendo apenas dendrímeros (Figura 20B) não emitem 
fluorescência após incidência de luz com comprimento de onda 544 nm. Já as 
soluções contendo ON não complexados apresentam um pico de emissão a 583 
nm que é característico do fluoróforo TAMRA (Figura 20A). De notar que, 
neste grupo de experiências, se partiu sempre de soluções preparadas em 
tampão e que os espectros de fluorescência após adição de solução de SDS 
(preparada em água) foram sempre comparados com os espectros obtidos por 
adição do mesmo volume de água. Assim, a análise da Figura 20A ainda revela 
que a presença de SDS em solução faz aumentar a intensidade de 
fluorescência do TAMRA.  
 Após complexação dos ON com os dendrímeros e para qualquer das 
razões NP estudadas, a intensidade de fluorescência do fluoróforo a 583 nm 
decresce de forma acentuada (Figura 20B-C, fenómeno já referido 
anteriormente). No entanto, após adição de SDS,  a intensidade de 
fluorescência sobe para valores próximos dos exibidos pela solução contendo 
apenas ON-antisense-TAMRA (na presença de SDS), o que se atribui à quebra 
da interacção electrostática entre os dendrímeros e os ON (descomplexação). 
Estas experiências permitiram confirmar a natureza electrostática das 
interacções estabelecidas entre os ON e os dendrímeros e, adicionalmente, 
que o decréscimo verificado na intensidade de fluorescência do TAMRA na 
presença de dendrímeros se deve, efectivamente, à formação de complexos 
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3.4. Teste de citotoxicidade 
 
A citotoxicidade dos dendríplexos formados pelos dendrímeros nativos e 
modificados foi estudada através do teste de redução da resazurina em 
resorufina e usando as células HeLa pEGFP. Este teste informa sobre a 
actividade metabólica das células, podendo ser utilizado como um medida 
indirecta da viabilidade celular. 
Os resultados destes estudos, feitos após 48 h e 72 h da transfecção das 
células, estão expostos na Figura 21. 
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Figura 21 - Estudos de viabilidade celular, 48 h e 72 h após a transfecção. Os resultados estão representados como média ± desvio-padrão, em 

























Capítulo II – Estudos in vitro de silenciamento do gene da proteína verde fluorescente 
optimizada (EGFP) utilizando dendrímeros nativos e funcionalizados como vectores 
 
104 
Na Figura 21 é possível observar dois grupos. O mais pequeno 
corresponde às experiências controlo, que inclui as células expostas apenas à 
solução tampão HBG, aos ON mismatch e antisense na sua forma livre, e aos 
complexos com sistemas de entrega comerciais como o PEI, o Superfect e o 
PolyMAG. O grupo maior corresponde às experiências utilizando os 
dendrímeros G5 nativos e modificados com ácidos gordos. 
De uma forma geral, a viabilidade celular foi elevada nas condições 
experimentais utilizadas. Os valores de viabilidade estão, maioritariamente, 
localizados acima dos 80%, havendo apenas algumas excepções, que 
correspondem aos complexos formados pelos dendrímeros modificados 
preparados a razões NP mais elevados, sendo esta situação mais evidente para 
G5.La4 (NP6, NP10), G5.La8 (NP6, NP10) e G5.My4, G5.My8 e G5.Pa8 a razões 
NP10. Pode-se, pois, concluir que quer a presença de grupos alquilo na 
superfície dos dendrímeros, quer o aumento da razão NP, contribuem para a 
diminuição da viabilidade celular. Torna-se também evidente que as células 
recuperam após as 72 h. 
Outros intervalos de tempo não foram considerados, nomeadamente, as 
96 h ou maiores, uma vez que temos uma elevada densidade celular e o 




3.5. Estudos de silenciamento de EGFP 
 
Após a transfecção das células HeLa pEGFP com os dendríplexos durante 
6 h e avaliação da citotoxicidade às 48 h e 72 h, a expressão de EGFP foi 
quantificada. Antes de qualquer procedimento que afectasse a integridade 
celular (adição de RLB para provocar a lise celular), as células foram 
observadas ao microscópio e foram captadas imagens das culturas (Figura 22 e 
Figura 23). Note-se que a mancha verde presente nas Figuras corresponde às 
células que estão vivas e que expressam a EGFP. Há que salientar que a 
"mancha" verde é também dependente da morte celular e que não se podem 
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retirar, directamente destas imagens, conclusões relativamente ao 
silenciamento da EGFP. 
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Figura 22 - Imagens de microscopia  de fluorescência de células HeLA pEGFP 48 h 
após a tranfecção. Ampliação: 100x (escala = 100 µm) 
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Figura 23 - Imagens de microscopia  de fluorescência de células HeLA pEGFP 72 h 
após a tranfecção. Ampliação: 100x (escala = 100 µm) 
 
A avaliação quantitativa da expressão da EGFP baseia-se, sim, na 
medição da intensidade da fluorescência de EGFP quando excitada ao 
comprimento de onda de 485 nm. Estes estudos foram efectuados usando 
extractos celulares obtidos após a transfecção e lise das células. De forma a 
retirar a influência de fenómenos como a morte celular, que afecta 
obviamente a quantidade de EGFP, foi efectuada, igualmente, a quantificação 
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Figura 24 - Avaliação do silenciamento de EGFP nas células HeLa pEGFP, 48h e 72 h após a transfecção. Os resultados estão representados 
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Figura 25 - Avaliação do silenciamento de EGFP nas células HeLa pEGFP, 48h após a transfecção. Os resultados estão representados como 
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Olhando de uma forma geral, é unânime afirmar que os valores de 
intensidade de fluorescência às 72 h são superiores aos das 48 h, o que está, 
provavelmente, relacionado com o facto destas células apresentarem uma 
velocidade de proliferação muito elevada. A presença de um oligonucleótido 
(mismatch ou antisense) parece, mesmo, ter um efeito estimulatório nesta 
"recuperação" das células verificada às 72 h após a transfecção. É pois, mais 
adequado, analisar o efeito de silenciamento do gene da EGFP às 48 h (Figura 
25) após a transfecção. 
Assim, 48 h após a transfecção, é possível afirmar que para cada tipo de 
dendrímero, o aumento da razão NP leva a uma maior inibição da expressão 
de EGFP (menores valores de RFU/mg proteína). 
Em relação aos controlos, o que revelou maior efeito de silenciamento 
foi o complexo preparado com PEI às 48h, registando-se uma redução da 
expressão de EGFP entre 34%-48%. Isto está de acordo com a literatura, 
quando se diz que este continua a ser um sistema de transporte para ácidos 
nucleicos privilegiado [13]. 
Nos complexos preparados com dendrímeros, os menos eficientes na 
transfecção e silenciamento da expressão de EGFP foram os preparados com 
dendrímeros G5 nativos, esperando-se estes resultados após os estudos 
realizados por Santos [14], devido a uma menor interacção dos dendriplexos 
com a membrana celular. Quanto aos restantes dendrímeros, chega-se à 
conclusão de que quanto maior o grau de funcionalização, maior comprimento 
da cadeia hidrofóbica e maior razão NP, melhores são os resultados de 
transfecção e silenciamento. Consegue-se mesmo estabelecer uma ordem 
crescente de eficiência de silenciamento para os complexos estudados. A 
ordem é: G5 ≈ G5.La4 < G5.La8 < G5.My4 < G5.My8 < G5.Pa4 < G5.Pa8. Para 
os dendrímeros modificados, a eficiência de silenciamento do gene da EGFP 
aumenta com o aumento do potencial-ζ e a diminuição do diâmetro dos 
dendriplexos formados, por estarem facilitadas as interacções electrostáticas 
entre a membrana celular e os dendríplexos. Estes resultados estão de acordo 
com alguns trabalhos realizados [23] que suportam que a presença de cadeias 
hidrofóbicas numa partícula facilita a interacção com a membrana celular mas 
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que, simultaneamente, é responsável pela manifestação de alguma 
citotoxicidade. 
De realçar que, no estudo feito por Santos [86], que utilizou o mesmo 
tipo de dendrímeros para a internalização de pDNA, os dendrímeros 
funcionalizados com maior conteúdo em grupos -CH2- foram, também, os mais 
eficientes na internalização do pDNA (o melhor foi o G5.Pa8), embora a 
expressão proteíca fosse maior com os dendrímeros conjugados com ácido 
láurico. 
No nosso caso, a transfecção revelou-se superior para dendrímeros com 
Pa. Isto mostra-nos que os complexos formados pelos G5.Pa4 e G5.Pa8 
interagem melhor com a membrana celular, facilitantando por isso, a 
internalização dos dendriplexos por parte das células. Além disso o efeito 
antisense dos ON pode ter lugar no citoplasma, não se verificando aqui a 
necessidade de ultrapassar a barreira imposta pelo invólucro nuclear 
(limitativa no caso da entrega de genes). 
Em termos de percentagem, a redução da expressão de EGFP para os 
complexos com os diversos dendrímeros encontra-se exposta na Tabela 7. 
 
Tabela 7 - Silenciamento da expressão de EGFP nas células HeLa pEGFP, após 
transfecção com complexos preparados com os seguintes dendrímeros. 
Dendrímeros 









[a] Calculados com base na conversão dos valores máximos de silenciamento 
apresentados na Figura 24 para as 48 e 72h. 
 
Os resultados obtidos nos estudos de silenciamento, mostram que a 
presença de cadeias hidrofóbicas (como as provenientes dos ácidos gordos 
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láurico, mirístico e palmítico), pode ser importante para a internalização de 
ácidos nucleicos, como é o ON antisense. Estes resultados são suportados por 




3.6. Estudos de microscopia de fluorescência para localização celular 
do oligonucleótido antisense marcado com TAMRA 
 
A conjugação do material genético com uma molécula que emita 
fluorescência é importante, pois permite-nos saber se este foi entregue e 
internalizado pelas células, assim como localizá-lo na célula através da 
Microscopia de Fluorescência. A informação obtida é apenas qualitativa. 
Neste trabalho, tentou-se visualizar a internalização dos ON-antisense-
TAMRA nas células HeLa pEGFP. Fez-se uma experiência em que os ON foram 
transfectados com recurso a dendrímeros nativos (G5), usando uma razão NP 
de 2. A Figura 26 mostra uma imagem de uma célula após 6h de transfecção. 
Embora não com grande nitidez (na foto impressa), é possível identificar na 
imagem pontos vermelhos (uma névoa vermelha), especialmente em torno do 
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Figura 26 - Imagens de microscopia de fluorescência de células HeLa pEGFP após 
transfecção com complexos preparados com oligonucleótido antisense marcado com 
TAMRA (vermelho), para fins de visualização do fenómeno de internalização. Os núcleos 
celulares estão marcados com DAPI (azul). Ampliação = 1000 x (escala = 10 µm). 
 
Houve alguma dificuldade em captar imagens com alguma qualidade, 
devido ao efeito de dispersão da fluorescência (efeito "borrão") e ao tempo 
para localizar células que manifestassem sinais vermelhos (fenómeno 
"photobleaching" devido à exposição contínua à radiação de excitação). 
A segunda imagem apresentada mostra apenas uma célula no início da 
divisão celular ou mitose, onde é possível visualizar os cromossomas 
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4. Conclusões e perspectivas 
 
Este trabalho mostrou que a família de dendrímeros PAMAM de geração 5 
funcionalizados à superfície com grupos alquilo (de natureza hidrofóbica) 
apresenta potencial para ser usada em terapia antisense como sistemas de 
entrega de oligonucleótidos. 
A caracterização dos complexos formados entre os dendrímeros e os 
oligonucleótidos, de natureza comprovadamente electrostática,  revelou que 
os dendrímeros com maior grau de funcionalização e os dendrímeros contendo 
cadeias hidrofóbicas mais longas são capazes de formar nanopartículas mais 
pequenas e com maior potencial-ζ, características estas que facilitam a sua 
interacção com a membrana celular e internalização. 
Por outro lado, experiências de citotoxicidade realizadas in vitro com 
células HeLa pEGFP demonstraram que os dendriplexos exercem baixos 
efeitos citotóxicos nas condições experimentais usadas. Após a morte celular 
(diminuição da actividade metabólica) observada 48 h após transfecção com 
dendriplexos formados a partir de alguns membros desta família de vectores, 
verificou-se uma recuperação da actividade metabólica em cultura, a qual se 
apresentou sempre elevada às 72 h. 
O silenciamento in vitro do gene da EGFP efectuado em células HeLa 
pEGFP mostrou estar directamente relacionado com o aumento da razão NP, 
bem como com o número e comprimento das cadeias alquilo à superfície dos 
dendrímeros. Concluiu-se que os dendrímeros conjugados com 4 e 8 moléculas 
de ácido palmítico foram os mais eficazes na entrega de ON-AS, atingindo-se 
valores de silenciamento de EGFP na ordem dos 67%. 
Uma vez demonstrada a eficácia da família de dendrímeros usada na 
entrega de ON antisense  em células HeLa pEGFP, seria interessante estudar-
se, também, o efeito do tipo de ON antisense (outras modificações químicas,  
como por exemplo um ON-AS inteiramente fosforotioato) na eficácia do 
silenciamento do gene da EGFP. Estes sistemas de entrega poderão ser 
aplicados, igualmente, para a entrega de siRNA ou ribozimas, uma vez que o 
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silenciamento mediado por estas moléculas parece ser mais potente por 
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